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RESUMO 
 

A produção de biossurfactantes a partir de meios de cultivo contendo resíduos agroindustrais 
tem sido foco de vários estudos, dada à necessidade de redução do custo de produção destes 
biocompostos. A aplicação dos biossurfactantes ocorre em inúmeros setores industriais, e 
também em processos de biorremediação, onde o composto permite a dessorção e 
consequente emulsão do contaminante, facilitando, assim, a assimilação pelos 
microrganismos autóctones, culminando na remediação do solo contaminado. O objetivo 
deste estudo foi produzir biossurfactantes e utilizar estes biocompostos em processo de 
biorremediação ex situ de solo contaminado com biodiesel. Os biossurfactantes foram 
produzidos pelas bactérias Bacullus methylotrophicus e Bacillus pumilus, previamente 
isoladas de solo contaminado com óleo diesel. A produção de biossurfactantes foi realizada 
utilizando fermentação submersa em meio de cultivo compostos por soro de leite ou 
permeado da ultrafiltração de soro de leite, suplementados por fontes de nitrogênio, 
micronutrientes e indutores. Posteriormente, o biossurfactante obtido a partir dos meios de 
fermentação foi utilizado em um planejamento experimental com o objetivo de avaliar a 
influência da adição de biossurfactantes na biorremediação de solo contaminado com 
biodiesel. Os biossurfactantes produzidos mostraram-se adequados para a diminuição da 
tensão superficial, sendo que o menor valor de tensão superficial obtido foi para o tratamento 
com adição de sulfato de amônio, na concentração de 1,0%, com micronutrientes e como 
indutor óleo de soja, na concentração de 2,0%, para ambos os microrganismos. A tensão 
superficial mínima, para fermentação com soro de leite, foi obtida com Bacillus 
methylotrophicus (27,51 mN/m) e na fermentação realizada utilizando o permeado de soro de leite a 
partir de ultrafiltração a tensão superficial foi de 26,02 mN/m, usando o Bacillus pumilus. Ambos os 
microrganismos apresentaram estabilidade de comportamento, pois na repetição do 
tratamento com maior redução da tensão superficial obtiveram-se resultados muito próximos 
aos alcançados na execução do planejamento. Os biossurfactantes produzidos demonstraram 
potencial para aplicação em biorremediação de solo contaminado com biodiesel, sendo que a 
remoção máxima, em torno de 57%, foi obtida nos ensaios realizados com biossurfactante 
adicionados na concentração de 0,5% e 1,0% em solo não esterilizado, após 90 d de ensaio. 
Com relação aos tratamentos com o solo estéril, a remoção do contaminante ficou em torno de 
20%, indicando que o percentual de biossurfactante não influenciou. Esse percentual ocorre 
devido à adesão do contaminante na matriz do solo, não sendo possível a remoção pelos 
métodos e solventes utilizados. A liberação de CO2, apresentou valores elevados de carbono 
acumulado nos ensaios adicionados de biossurfactante, sendo o valor máximo de 6.474,41 mg 
C-CO2/kg de solo, com adição de 0,5% de biossurfactante. Desse modo, verificou-se que o 
uso de biossurfactantes nas concentrações de 0,1% a 1,0% auxiliaram na remoção do 
biodiesel em solo, sem influência nos processos físico-químicos do contaminante no solo. 
 
Palavras-chave: soro de leite, Bacillus sp., bioestimulação, surfactina. 
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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 CO2, showed high 
levels of carbon accumulated in the tests added biosurfactant, the maximum value of 6474.41 
mg C-CO2/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.  

 



9 
 

LISTA DE FIGURAS 
 

Figura 1 – Esquema da metodologia experimental. ................................................................. 33 
Figura 2 – Árvore filogenética demonstrando as relações evolutivas entre a sequência parcial 

do gene RNA ribossomal 16S da amostra do Microrganismo 1 e sequências de linhagens 
de microrganismos relacionados presentes nas bases de dados RDP e GenBank. ............ 45 

Figura 3 – Sequência parcial do RNA ribossomal 16S da amostra analisada. ......................... 45 
Figura 4 – Árvore filogenética demonstrando as relações evolutivas entre a sequência parcial 

do gene RNA ribossomal 16S da amostra do Microrganismo 2 e sequências de linhagens 
de microrganismos relacionados presentes nas bases de dados RDP e GenBank. ............ 46 

Figura 5 – Sequência parcial do RNA ribossomal 16S da amostra analisada. ......................... 46 
Figura 6 – Medidas de tensão superficial obtida nos meios livres de células durante a 

fermentação submersa, para a produção de biossurfactantes com Bacillus 
methylotrophicus, a partir de soro de leite. ........................................................................ 48 

Figura 7 – Concentração de biomassa obtida durante a fermentação submersa, para a 
produção de biossurfactantes com Bacillus methylotrophicus, a partir de soro de leite. .. 49 

Figura 8 – Medidas de tensão superficial obtida nos meios livres de células durante a 
fermentação submersa, para a produção de biossurfactantes com Bacillus pumilus, a partir 
de soro de leite. .................................................................................................................. 50 

Figura 9 – Concentração de biomassa obtida durante a fermentação submersa, para a 
produção de biossurfactantes com Bacillus pumilus, a partir de soro de leite. .................. 51 

Figura 10 – Efeito do tipo da fonte de nitrogênio (a) e do tipo de indutor (b) na redução da 
tensão superficial para a produção de biossurfactantes com Bacillus methylotrophicus, a 
partir de soro de leite. ........................................................................................................ 54 

Figura 11 - Efeito da fonte de nitrogênio (a), da concentração da fonte de nitrogênio (b), da 
adição da solução de micronutrientes (c), do tipo de indutor (d) e da concentração de 
indutor (e) na redução da tensão superficial para a produção de biossurfactantes com 
Bacillus pumilus, a partir de soro de leite. ......................................................................... 55 

Figura 12 – Medidas de tensão superficial obtida nos meios livres de células durante a 
fermentação submersa, para a produção de biossurfactantes com Bacillus 
methylotrophicus, a partir de permeado da ultrafiltração de soro de leite. ........................ 57 

Figura 13 – Concentração de biomassa obtida durante a fermentação submersa, para a 
produção de biossurfactantes com Bacillus methylotrophicus, a partir de permeado da 
ultrafiltração de soro de leite.............................................................................................. 58 

Figura 14 – Medidas de tensão superficial obtida nos meios livres de células durante a 
fermentação submersa, para a produção de biossurfactantes com Bacillus pumilus, a partir 
de permeado da ultrafiltração de soro de leite. .................................................................. 59 

Figura 15 – Concentração de biomassa obtida durante a fermentação submersa, para a 
produção de biossurfactantes com Bacillus pumilus, a partir de permeado da ultrafiltração 
de soro de leite. .................................................................................................................. 60 

Figura 16 – Efeito do tipo de indutor na redução da tensão superficial para a produção de 
biossurfactantes com Bacillus methylotrophicus, a partir do permeado de ultrafiltração de 
soro de leite. ....................................................................................................................... 63 

Figura 17 – Efeito da adição da solução de micronutrientes (a) e do tipo de indutor (b) na 
redução da tensão superficial para a produção de biossurfactantes com Bacillus pumilus, a 
partir do permeado de ultrafiltração de soro de leite. ........................................................ 64 

Figura 18 – Variação da tensão superficial (a) e da concentração de biomassa (b) no decorrer 
dos 5 d de fermentação, para o tratamento 4 (T4)*. .......................................................... 65 

Figura 19 – Relação entre a tensão superficial e a concentração de biomassa para Bacillus 
methylotrophicus (a) e Bacillus pumilus (b). ..................................................................... 66 

 



10 
 

Figura 20 – Atividades emulsificantes O/A (a) e A/O (b) para ambos os microrganismos. .... 67 
Figura 21 - Espectro de MALDI-MS de biossurfactantes produzidos por Bacillus 

methylotrophicus com a detecção dos íons que caracterização as isoformas de 
lipopeptídios. ...................................................................................................................... 71 

Figura 22 - Esquema da estrutura primaria de uma surfactina. ................................................ 71 
Figura 23: Espectro de MALDI-MS com ampliação da região de m/z 1000 a 1140 

caracterizando as isoformas da surfactina proveniente da bactéria Bacillus 
methylotrophicus. ............................................................................................................... 71 

Figura 24 – Liberação de CO2 ao longo dos 90 dias de experimento. ..................................... 73 
Figura 25 – Liberação de CO2 total em função da técnica de biorremediação. ....................... 74 
Figura 26 – Remoção do contaminante em 90 d de experimento. ........................................... 76 
Figura 27 – Remoção de biodiesel em solo esterilizado e não esterilizado. ............................ 78 
  

 



11 
 

LISTA DE TABELAS 
 

Tabela 1 – Planejamento Fatorial Fracionário 25-1 utilizado para avaliação das variáveis 
significativas sobre a produção de biossurfactantes. ......................................................... 36 

Tabela 2 – Caracterização geotécnica e física do solo utilizado. ............................................. 38 
Tabela 3 – Planejamento Experimental dos ensaios de biorremediação. ................................. 39 
Tabela 4 – Caracterização do soro de leite e do permeado da ultrafiltração do soro de leite. . 44 
Tabela 5 – Relação entre a tensão superficial inicial e final e entre a concentração de biomassa 

final e inicial para Bacillus methylotrophicus e Bacillus pumilus. .................................... 53 
Tabela 6 – Efeitos estimados das variáveis para Bacillus methylotrophicus, para fermentação 

submersa com soro de leite. ............................................................................................... 54 
Tabela 7 – Efeitos estimados das variáveis para fermentação com Bacillus pumilus, para 

fermentação submersa com soro de leite. .......................................................................... 55 
Tabela 8 – Relação entre a tensão superficial inicial e final e entre a concentração de biomassa 

final e inicial para Bacillus methylotrophicus e Bacillus pumilus. .................................... 62 
Tabela 9 – Efeitos estimados das variáveis para Bacillus methylotrophicus, para fermentação 

submersa com permeado da ultrafiltração de soro de leite. ............................................... 63 
Tabela 10 – Efeitos estimados das variáveis para Bacillus pumilus, para fermentação com 

permeado da ultrafiltração de soro de leite. ....................................................................... 64 
Tabela 11 – Análise da medida de tensão superficial das bateladas para o ensaio de 

biorremediação. .................................................................................................................. 70 
Tabela 12 – Resumo dos íons caracterizados. .......................................................................... 72 
Tabela 13 – Análise de variância dos dados de liberação de CO2. ........................................... 74 
Tabela 14 – Análise de variância dos dados de remoção do contaminante em função das 

variáveis. ............................................................................................................................ 78 
 

  

 



12 
 

SUMÁRIO  
1 INTRODUÇÃO ........................................................................................... 13 
2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA ................................................................... 16 

2.1 Soro de leite .............................................................................................................. 16 
2.2 Biossurfactantes ........................................................................................................ 17 

2.2.1 Microrganismos produtores de biossurfactantes ................................................ 18 
2.2.2 Técnicas de produção de biossurfactantes .......................................................... 21 
2.2.3 Técnicas de recuperação de biossurfactantes ..................................................... 23 

2.3 Biorremediação ......................................................................................................... 25 
2.3.1 Atenuação natural ............................................................................................... 27 
2.3.2 Bioestimulação ................................................................................................... 27 
2.3.3 Biorremediação de compostos oleosos com uso de biossurfactantes ................. 28 
2.3.4 Contaminante – Biodiesel ................................................................................... 31 

3 MATERIAL E MÉTODOS ........................................................................ 33 
3.1 Caracterização dos resíduos agroindustriais ............................................................. 33 
3.2 Produção de biossurfactantes.................................................................................... 34 

3.2.1 Identificação dos microrganismos produtores de biossurfactantes .................... 34 
3.2.2 Microrganismos e manutenção de cepas ............................................................ 35 
3.2.3 Preparo do meio de cultivo, inoculação e controles ........................................... 35 
3.2.4 Precipitação dos biossurfactantes ....................................................................... 37 
3.2.5 Identificação dos biossurfactantes produzidos ................................................... 37 

3.3 Ensaio de biorremediação do solo contaminado ...................................................... 37 
3.4 Determinações analíticas .......................................................................................... 39 

3.4.1 Determinação da tensão superficial do meio ...................................................... 39 
3.4.2 Determinação da concentração da biomassa seca durante a produção de 
biossurfactantes .................................................................................................................. 40 
3.4.3 Determinação da atividade emulsificante ........................................................... 40 
3.4.4 Determinação do teor de umidade ...................................................................... 41 
3.4.5 Determinação do CO2 liberado ........................................................................... 41 
3.4.6 Análise de óleos e graxas.................................................................................... 43 

4 RESULTADOS E DISCUSSÃO ................................................................ 44 
4.1 Caracterização dos resíduos...................................................................................... 44 
4.2 Identificação dos microrganismos produtores de biossurfactantes .......................... 45 
4.3 Produção de biossurfactantes.................................................................................... 47 

4.3.1 Experimentos utilizando soro de leite como componente do meio de cultivo ... 47 
4.3.2 Experimentos utilizando permeado da ultrafiltração do soro de leite como 
componente do meio de cultivo ......................................................................................... 56 
4.3.3 Repetição dos experimentos nas condições de ensaio com melhores resultados 
de redução de tensão superficial ........................................................................................ 64 
4.3.4 Produção de biossurfactantes para o ensaio de biorremediação e identificação do 
biossurfactante produzido .................................................................................................. 70 

4.4 Ensaio de biorremediação ......................................................................................... 73 
4.4.1 Remoção do contaminante.................................................................................. 76 

5 CONCLUSÕES............................................................................................ 81 
REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS ............................................................ 82 

  

 



13 
 

1 INTRODUÇÃO 
 

A industrialização e o desenvolvimento econômico do Brasil exigiram grande 

estruturação da cadeia energética e devido a isto ocorreu um aumento do uso de derivados de 

petróleo e de biodiesel, o que resultou no acréscimo no número e na frequência de acidentes 

que ocasionam a contaminação do solo (CECCHIN et al., 2016), seja no transporte, em 

vazamentos nos sistemas de tancagem ou em postos de combustíveis (MEYER et al., 2014; 

SILVA et al., 2014).  

As áreas contaminadas com compostos oleosos devem ser tratadas, e dentre as 

técnicas de remediação disponíveis, a biorremediação tem se destacado e apresentado 

crescimento de aplicação (GARGHOURI et al., 2011), por ser fundamentada em métodos 

naturais, menos agressivos e adequados para a manutenção do equilíbrio ecológico. No 

entanto, a solubilidade reduzida do biodiesel dificulta o acesso dos microrganismos e a 

consequente biodegradação do poluente uma vez que esses compostos hidrofóbicos se ligam 

às partículas do solo (MUKHERJEE et al., 2006; CHAPRÃO, 2015).  

Para o aumento da biodisponibilidade dos compostos oleosos é o transporte da carga 

poluente para a fase aquosa. Desse modo, a utilização de compostos biossurfactantes surge 

como uma alternativa para a possível solução desse problema, pois aumentam as áreas 

superficiais dos compostos insolúveis que conduzem a um aumento da mobilidade e 

biodisponibilidade dos compostos, além disso, a interação com a superfície da célula aumenta 

a hidrofobicidade, permitindo que substratos hidrofóbicos possam se associar mais facilmente 

com células microbianas (BURGHOFF, 2012), e como consequência, melhoram a 

biodegradação e remoção dos compostos oleosos (NIEVAS et al., 2008; HAZRA et al., 

2012), presentes no solo contaminado. 

A utilização dos biossurfactantes em processos de biorremediação ainda é limitada 

pela competição com os surfactantes de origem sintética, que apresentam menor custo de 

produção. A produção competitiva de biossurfactantes requer o balanço correto dos 

componentes utilizados no preparo dos meios de cultivo dos processos fermentativo, a 

otimização das condições operacionais como temperatura, pH, solubilidade de oxigênio e 

agitação, (BOGNOLO, 1999) e a utilização de matéria-prima de baixo custo (CAMEOTRA; 

MAKKAR, 1998; BARROS et al., 2007).  

Considerando que o Brasil é um país essencialmente agrícola, a facilidade de acesso 

aos subprodutos e resíduos agroindustriais é bastante significativa, motivando as pesquisas 
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nessa área (SILVA et al., 2014). Aliado a isso muitos efluentes gerados durante os processos 

das indústrias de alimentos apresentam dificuldade de tratamento, devido à elevada carga 

orgânica que apresentam, estando incluído nesta situação o soro de leite, que é um resíduo 

agroindustrial com elevadas concentrações de nutrientes, tais como proteínas, lactose e sais. 

As dificuldades enfrentadas pelas indústrias para efetuarem seu tratamento devem-se à sua 

alta carga orgânica (DOMINGUES et al., 1999; BRIÃO; TAVARES, 2007; ALVES et al., 

2014). Esse fator dificulta a sua incorporação em processos de tratamento tradicional de 

efluentes e o torna altamente poluente, dificultando a adequação às exigências dos órgãos de 

fiscalização ambiental (FRIGON et al., 2009). 

A utilização de soro na elaboração de compostos lácteos constitui-se numa forma 

racional de aproveitamento desse produto secundário, porém a quantidade de soro gerada é 

superior às necessidades do mercado, estima-se que somente 50% do soro é processado 

(BALDASSO et al., 2011; MAGALHÃES 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 separação das suas funções proteicas é a 

ultrafiltração (AIRES, 2010). No entanto este processo gera enorme volume de permeado da 

ultrafiltração, o qual constitui um problema, haja vista que este geralmente é descartado em 

efluentes e possui alto potencial poluente (FONTES et al., 2015; SARON, 2003). 

Neste sentido, a utilização desses resíduos pode diminuir os custos de produção de 

biossurfactantes para níveis competitivos em relação aos similares obtidos por via 

petroquímica e, ao mesmo tempo, reduzir os problemas ambientais relativos ao descarte e aos 

custos do tratamento. 

O Programa de Pós-graduação em Engenharia Civil e Ambiental, em sua linha de 

pesquisa Infraestrutura Sustentável, tem desenvolvido vários trabalhos envolvendo 

biorremediação de solos contaminados com compostos oleosos. Esta dissertação enquadra-se 

na temática de aplicação de biossurfactantes produzidos a partir de efluentes industriais para 

remediar solo contaminado com biodiesel, expandindo o foco das pesquisas em 

biorremediação do Programa de Pós-Graduação. 

O objetivo geral foi produzir biossurfactantes e utilizar estes biocompostos em 

processos de biorremediação ex situ de solo contaminado com biodiesel. Os objetivos 

específicos foram: a) Produzir biossurfactantes com microrganismos isolados de solo 

contaminado com óleo diesel, por fermentação submersa a partir de soro de leite e permeado 

da ultrafiltração de soro de leite; b) Realizar a precipitação e identificação dos 

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

biossurfactantes na retenção do contaminante em solo estéril. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 

2.1 Soro de leite 

 

O soro lácteo representa a porção aquosa do leite que se separa do coágulo durante a 

fabricação do queijo ou na produção de caseína (PAGNO et al., 2009). É um subproduto de 

relevante importância, principalmente quando usado na indústria de alimentos, devido ao seu 

alto valor nutricional e propriedades funcionais (CHAGAS et al., 2005). Possui em sua 

composição de 93% a 95% de água, 3,8% a 4,2% de lactose, 0,8% a 1% de proteínas e 0,7% a 

0,8% de minerais (PAGNO et al., 2009). Em função do elevado teor de água, o uso de soro 

lácteo em produtos alimentícios convencionais tem sido bastante limitado, principalmente 

pelo custo de secagem (BORGES et al., 2001). Apresenta também problemas de despejo, 

devido à sua alta carga orgânica, 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 concentração de matéria orgânica e 

deficiência de nitrogênio, sua estabilização por métodos convencionais de tratamento é 

dificultada (BRAILE; CAVALCANTI, 1979; GIROTO; PAWLOWSKY, 2001).  

Para cada litro de soro desperdiçado perdem-se cerca de 50 g de lactose e 10 g de 

proteína com elevado valor nutricional e funcional (DOMINGUES et al., 1999). Logo, propor 

alternativas técnicas para um melhor aproveitamento do soro de leite é um desafio para 

melhorar a rentabilidade e competitividade da cadeia leiteira. 

Outras opções podem ser viáveis para o soro de leite, tornando-o um subproduto de 

valor na indústria. A atual alternativa tem sido destinar este volume para a produção de soro 

de leite em pó e compostos lácteos, bem como sua utilização como insumo para a produção de 

bebida láctea, constituindo cerca de 50% das formulações de bebidas lácteas comercializadas 

(BALDASSO et al., 2011). 

A utilização de soro na elaboração destes produtos constitui-se numa forma racional 

de aproveitamento desse produto secundário, porém a quantidade de soro gerada é superior às 

necessidades do mercado, estima-se que somente 50% do soro é processado (BALDASSO et 

al, 2011). Dessa forma, destinos diferentes devem ser estudados para um melhor 

aproveitamento deste importante subproduto.  

A valoração 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 produção 
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de bioprodutos com elevado valor agregado, tais como enzimas, compostos antimicrobianos, 

bioemulsificantes e proteína de origem unicelular (single cell protein) (SISO, 1996; PESTA et 

al., 2007; SPALATELU, 2012), devido a sua composição rica em nutrientes. Os processos 

biotecnológicos têm contribuído de modo intenso para o uso de resíduos gerados em 

processos agroindustriais. Estes resíduos constituem-se matérias primas importantes para a 

composição de meios de cultivo em processos fermentativos, agregando valor a estes 

resíduos. Por outro lado, o uso destas matérias primas em substituição aos compostos 

comumente utilizados nos bioprocessos como meios de cultivo, pode contribuir para a 

diminuição dos custos de produção destes bioprodutos, tornando-os tecnologias mais 

acessíveis. Os bioprodutos, por sua vez, por serem obtidos através de vias naturais, 

encontrando aplicação mais bem aceita que aqueles similares obtidos através de processos de 

síntese química. 

 

2.2 Biossurfactantes 

 

Os biossurfactantes constituem um grupo diverso de moléculas tensoativas, as quais 

são subprodutos metabólicos, principalmente de microrganismos. Eles apresentam pelo menos 

uma porção hidrofóbica e outra hidrofílica e devido a isso se acumulam na interface óleo-água 

e superfície (LANG, 2002; MYERS, 2006; BANAT et al., 2010; MARCHANT; BANAT, 

2012).  

Segundo Luna et al (2013) em sua estrutura, a porção hidrofóbica pode ser tanto um 

ácido graxo de cadeia longa, um hidróxi-ácido graxo ou um α-alquil- β hidroxi ácido graxo. A 

porção hidrofílica, por sua vez, pode ser um carboidrato, ácido carboxílico, fosfato, 

aminoácido, peptídio ou álcool. Devido a esta estrutura, ocorre a redução das forças de 

repulsão entre diferentes fases na interface ou superfície o que permite que as duas fases se 

misturem mais facilmente. Dessa forma, os biossurfactantes são definidos como compostos 

microbianos que exibem alta atividade surfactante e atividade emulsificante (MATSUURA, 

2004; BANAT et al., 2010). 

Os biossurfactantes classificam-se segundo sua composição química, com base no seu 

grupo funcional e quanto à origem microbiana (ACORSSINI, 2010; PACWA-

PLOCINICZAK et al., 2011), sendo que as principais classes de biossurfactantes incluem: 

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

poliméricos e surfactantes particulados. 
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A produção de biossurfactantes pode ser realizada por animais, plantas e 

microrganismos. No entanto, devido ao curto tempo de geração dos microrganismos quando 

comparados ao crescimento de animais e plantas, a produção é mais promissora e mais 

utilizada com bactérias, fungos e leveduras (LANG, 2002; PACWA-PLOCINICZAK et al., 

2011; MARCHANT; BANAT, 2012). A maioria dos biossurfactantes é liberada no meio de 

cultura na fase exponencial de crescimento microbiano, sendo que em certos casos este 

composto é produzido durante uma parte do ciclo de crescimento e então desativado ou 

incorporado em outro metabólito (MATSUURA, 2004). 

Os biossurfactantes possuem propriedades físico-químicas similares às dos 

surfactantes sintéticos, entretanto apresentam vantagens, como: são compostos biodegradáveis 

e menos tóxicos ao meio ambiente, podem ser sintetizados a partir de fontes renováveis, 

possuem maior seletividade e atividade específica sob condições extremas de pH, temperatura 

e salinidade e ocorrem naturalmente no solo, o que os faz aceitáveis sob o ponto de vista 

ambiental (KOSARIC, 1992; DAS; MUKHERJEE, 2007; MULLIGAN, 2009)  

Apesar das vantagens dos biossurfactantes com relação aos surfactantes sintéticos e do 

conhecimento que se tem sobre as técnicas de produção, a comercialização de surfactantes 

microbianos não foi totalmente alcançada, em grande parte devido aos custos de produção. 

Este alto custo pode ser tolerado quando o biossurfactante é usado em pequenos volumes 

como em cosméticos e medicamentos, mas quando são necessários grandes volumes como no 

caso da biorremediação, o custo fica incompatível com a sua aplicação (HENKEL et al., 

2012). 

A redução destes gastos pode ser realizada a partir de diferentes estratégias as quais 

podem tornar o processo mais viável, incluindo, o desenvolvimento de bioprocessos mais 

eficientes, com a otimização das condições de fermentação e processos de recuperação, 

desenvolvimento de cepas super produtoras e uso de substratos alternativos (KOSARIC, 

1992; RAZA et al., 2009). Todas essas características relevantes contribuem para uma elevada 

aplicabilidade dos biossurfactantes, que atualmente são utilizados em vários ramos industriais, 

agrícolas 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 vários tipos de microrganismos conhecidos que são capazes de produzir 

biossurfactantes. No Quadro 1, adaptado de Soberón-Chávez e Maier (2011) estão 
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representados alguns dos principais tipos de biossurfactantes e os seus microrganismos 

produtores. 

 

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

Tipo de Biossurfactante Microrganismo 

GLICOLIPÍDIOS 

Raminolipídios Pseudomonas aeruginosa 

Soforolipídios Torulopsis bombicola, Torulopsis apícola 

Trealolipídios Rhodococcus erythropolis 

 Mycobacterium sp. 

LIPOPEPTÍDIOS E LIPOPROTEÍNAS 

Peptídio-lipídio Bacillus licheniformis 

Viscosina Pseudomonas fluorescens 

Serrawetina Serratia marcescens 

Surfactina Bacillus subtilis 

Subtilisina Bacillus subtilis 

Gramicidina Bacillus brevis 

Polimixina Bacillus polymyxa 

ÁCIDOS GRAXOS, LIPÍDIOS NEUTROS E FOSFOLIPÍDIOS 

Ácidos graxos Corynebacterium lepus 

Lipídios neutros Nocardia erythropolis 

Fosfolípidios Thiobacillus thiooxidans 

SURFACTANTES POLIMÉRICOS 

Emulsan Acinetobacter calcoaceticus 

Biodispersan Acinetobacter calcoaceticus 

Liposan Candida lipolytica 

Carboidrato-lipídio-proteína Pseudomonas fluorescens 

Manana-lipídio-proteína Candida tropicalis 

SURFACTANTES PARTICULADOS 

Vesículas Acinetobacter calcoaceticus 

Células Várias bactérias 

Fonte: Adaptado de Soberón-Chávez; Maier (2011). 
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A maioria dos biossurfactantes microbianos relatados na literatura são de origem 

bacteriana, sendo que as bactérias produtoras mais reportadas são dos gêneros, Pseudomonas 

sp., Bacillus sp., e Acinetobacter sp. (MULLIGAN, 2009). 

As Pseudomonas sp. produzem biossurfactantes do tipo raminolipídio, os quais são 

extensamente estudados. Consistem de uma ou duas moléculas de ramnose ligadas a uma ou 

duas cadeias de ácido graxo, com 8 a 12 átomos de carbono, que podem ser saturados ou 

insaturados (SIM et al., 1997). Os biossurfactantes produzidos podem reduzir a tensão 

superficial a valores entre 25 mN/m e 30 mN/m (PARRA et al., 2006). 

As bactérias do gênero Bacillus são amplamente encontradas no solo, devido à sua 

capacidade de suportar variações das condições ambientais, se adaptando facilmente a 

diversos hábitats, possuindo capacidade de produzir biossurfactantes do grupo dos 

lipopeptídios, dentre os quais, o que mais se destaca é 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 biodegradação de hidrocarbonetos alifáticos e aromáticos e remoção 

de compostos oleosos de solo contaminado (BARROS, 2007). 

Com relação aos microrganismos do gênero Acinetobacter, estes produzem compostos 

de elevado peso molecular, denominados bioemulsificantes, os quais são polímeros anfifílicos 

e polifílicos que são geralmente mais eficazes na estabilização de emulsões de óleo em água 

(SMYTH et al., 2010), contribuindo assim para os processos de biorremediação. 

No que diz respeito ao desenvolvimento de espécies mais produtoras, a manipulação 

genética de espécies selecionadas permanece limitada. Embora manipulações com espécies de 

Bacillus sp. e Acinetobacter sp. têm sido relatadas, a maioria dos estudos de manipulação 

genética têm 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 

mutagênese aleatória em cepas de P. aeruginosa. Isto resultou no aumento da produção de 

raminolipídios em dez vezes em relação as espécies selvagens. A capacidade de desenvolver 

uma espécie super produtora de P. aeruginosa, no entanto, é uma tarefa difícil, devido à 

complexidade da rede de regulação da transcrição dos genes envolvidos na produção de 

raminolipídios, e isto é ainda mais complicado pelo fato de os raminolipídios serem 

produzidos por uma mistura de congêneres (CHA et al., 2008). 
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A maior produção de biossurfactantes, através de cepas super produtoras pode ser 

obtida uma vez que o mecanismo de regulação da produção de biossurfactantes seja 

totalmente conhecido (HSUEH et al., 2007). 

 

2.2.2 Técnicas de produção de biossurfactantes 

 

As técnicas biotecnológicas para produção de metabólitos de microrganismos, entre os 

quais estão os biossurfactantes, relatadas na literatura são, basicamente, a fermentação 

submersa e a fermentação em estado sólido. Estas duas técnicas diferem, sobretudo, no teor de 

água contido nos meios de cultivo. Enquanto na fermentação submersa a água é o solvente e 

os substratos estão dissolvidos no meio, a fermentação em estado sólido utiliza substratos 

sólidos, nos quais a água é um dos componentes e está presente em teores que variam de 30% 

a 70% (MITCHELL et al., 2006).  

A produção de biossurfactantes, tanto em laboratório como em processos industriais, 

tem sido realizada principalmente por fermentação submersa, a qual é geralmente 

acompanhada pela determinação qualitativa da tensão superficial do sobrenadante do cultivo 

e, quantitativamente, pela determinação de açúcares no meio, no caso de raminolipídios, ou 

ainda, por técnicas cromatográficas para a análise de lipopeptídios (SANTOS, 2001). 

De acordo com Lima (2007) muitos substratos alternativos têm sido sugeridos para a 

produção de biossurfactantes, especialmente resíduos de águas miscíveis como, melaço, soro 

de leite e resíduos destilados. A utilização de produtos ou subprodutos industriais está 

relacionada principalmente a produtos puros como carboidratos e óleos vegetais, e em menor 

proporção relacionada a resíduos hidrofóbicos como substratos gerados por frituras de 

alimentos provenientes de óleos vegetais, sendo que isto diminui significativamente os custos 

de produção. 

Vários estudos foram desenvolvidos com relação à otimização das condições dos 

meios de cultivo. Zhou e Kosaric (1995), utilizando como fonte de carbono óleo de canola e 

lactose, presente no soro do processamento de queijo, para a produção de biotensoativos com 

Candida bombicola, obtiveram rendimentos de 90-110 g/L. Os autores determinaram, ainda, 

uma diminuição da tensão superficial (interface ar/água) de 72 para 33 mN/m e da tensão 

interfacial (interface óleo/água) de 40 para 1 mN/m. 

Patel e Desai, (1997) utilizaram melaço de cana-de-açúcar como fonte de carbono e 

água de maceração de milho como fonte de nitrogênio, para produção de biossurfactantes por 

Pseudomonas aeruginosa GS3. A linhagem mostrou-se perfeitamente capaz de utilizar essas 
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fontes renováveis e relativamente de baixo custo, para a produção de biossurfactantes, sem 

adição de nutrientes. Utilizando-se 7% (v/v) de melaço e 0,5% (v/v) de água de maceração de 

milho, obteve-se 0,24 g/L de ramnose após 96 h de incubação. A tensão interfacial contra 

petróleo foi reduzida de 21 mN/m para 0,47 mN/m, e o teste de emulsificação apresentou 

emulsões estáveis para n-alcanos, aromáticos, petróleo e óleos vegetais. 

Das e Mukherjee (2007) compararam a produção de biossurfactante por duas cepas de 

Bacillus por fermentação submersa e fermentação em estado sólido, utilizando cascas de 

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

sistemas, com produções de 102 g/L na fermentação submersa e 92 g/kg SS em fermentação 

em estado sólido. 

Abdel-Mawgoud et al. (2008) estudaram a produtividade de B. subtilis usando melaço 

como fonte de carbono e obtiveram um rendimento de 1,12 g/L. Ohno et al. (1995), estudaram 

a produção de biossurfactantes utilizando como substrato o resíduo 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 produção de raminolipídios por fermentação, Camilios Neto et al. 

(2008) relataram a otimização da produção por P. aeruginosa UFPEDA 614. Neste caso, 

utilizou-se uma mistura de substratos composta por 50% de bagaço de cana-de-açúcar e 50% 

de farinha de semente de girassol, obtendo-se, após 288 h de cultivo, uma produção de 172 

g/kg SS. 

Rodrigues et al. (2006) estudaram o uso de meio de cultivo alternativo, com soro de 

leite e melaço, para produção de biossurfactante por Lactococcus lactis 53 e Streptococcus 

thermophilus, sendo utilizado meio sintético como controle. Quando os meios sintéticos 

foram substituídos por meios alternativos mais baratos, as fermentações 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 redução dos custos 

dos meios de cultivo, para ambas as linhagens. Desse modo os autores concluíram que os 

meios de cultivo alternativos, soro de leite e melaço, 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 fermentação 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 diminuição de 60% nos custos de preparação do meio comparado com o meio 

sintético. Foram obtidas conclusões similares para o microrganismo S. thermophilus, em que a 

utilização 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 produção 

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

 

2.2.3 Técnicas de recuperação de biossurfactantes 

 

O processo biotecnológico de produção de biossurfactantes está estabelecido há alguns 

anos, no entanto, os processos de downstream têm impedido a ampla utilização destes 

compostos devido aos altos custos. Para muitos produtos biotecnológicos, os custos dos 

processos de downstream representam 60% do valor total de produção (DESAI; BANAT, 

1997). Assim, um fator importante para determinar a viabilidade de um processo de produção 

em escala comercial é a disponibilidade de técnicas de downstream adequadas e econômicas 

(MUKHERJEE et al., 2006). 

Na produção de biossurfactantes, as técnicas de downstream envolvem a recuperação, 

concentração e purificação, sendo que o método adequado para o processamento depende do 

tipo e natureza dos substratos, da técnica de fermentação e das propriedades físico-químicas 

dos biossurfactantes excretados (SEN; SWAMINATHAN, 2005). Os biossurfactantes podem 

ser intracelulares ou extracelulares. Os extracelulares deverão ser extraídos do meio de cultivo 

após a separação das células, enquanto que os biossurfactantes intracelulares dependem do 

rompimento das células associada a processos posteriores de recuperação, que podem incluir 

precipitação com ácidos ou sais, extração com solvente, cristalização, e centrifugação 

(DESAI; BANAT, 1997). 

Dependendo da natureza da molécula, comumente os solventes utilizados são o acetato 

de etila (YIN et al., 2009), acetona (ABOUSEOUD et al., 2008), diclorometano (JOSHI et al., 

2008), clorofórmio-etanol (2:1) (LOTFABAD et al., 2009) e clorofórmio-metanol (2:1) 

(PANSIRIPAT et al., 2010). Após a remoção do solvente por evaporação rotativa a 40 ºC, o 

produto pode ser purificado por coluna cromatográfica e cristalizado (DUBEY; JUWARKAR, 

2001). Quando recuperados por precipitação, pode-se utilizar sais como o sulfato de alumínio 

(SCHENK et al., 1995) e sulfato de amônio (MUKHERJEE et al., 2006), além de ácidos 

como HCl e o H2SO4 (SARIN; SARIN, 2008).  

Essas técnicas já se encontram bem estabelecidas para aplicações em escala 

laboratorial, no entanto, um dos inconvenientes mais importantes destes métodos de 
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recuperação convencionais é que eles são demorados. Além disso, os solventes orgânicos 

voláteis e as substâncias químicas utilizadas para a extração de solvente, também são 

dispendiosos, poluentes do ar e tóxicos para a saúde. Assim, é necessário desenvolver técnicas 

mais econômicas e ambientalmente amigáveis para recuperação de biossurfactantes (SEN; 

SWAMINATHAN, 2005). 

Alguns métodos não convencionais de recuperação estão sendo estudados, os quais 

levam em consideração a atividade superficial e a capacidade de formar micelas dos 

biossurfactantes, sendo aplicáveis para a recuperação de biossurfactantes extracelulares em 

meios de cultivo. Alguns exemplos de tais estratégias de recuperação de biossurfactantes 

incluem fracionamento de espuma, ultrafiltração, adsorção-dessorção com resinas de 

poliestireno, adsorção-dessorção com carvão ativado à base de madeira e cromatografia de 

permuta iônica (MUKHERJEE et al., 2006). Uma das principais vantagens destes métodos é a 

sua capacidade para operar de um modo contínuo e com elevado grau de pureza. 

Sarachat et al. (2010) estudaram o fracionamento de espuma para a recuperação de 

biossurfactantes produzidos por P. aeruginosa SP4, a partir de um caldo nutritivo com óleo de 

palma como fonte de carbono. A técnica de fracionamento de espuma foi utilizada para a 

recuperação do biotensoativo excretado a partir do meio de cultura livre de células. Esta 

técnica baseia-se no fenômeno de adsorção das moléculas tensoativas na interface gás-líquido, 

onde é realizada a injeção de gás pela base de uma coluna e à medida que as bolhas de gás 

ascendem através da solução, moléculas são concentradas na interface gás-líquido e 

transportadas para a fase espuma que se formará quando as bolhas enriquecidas em 

substâncias tensoativas saem da fase líquida. A espuma gerada pode ser removida obtendo-se 

uma solução enriquecida no soluto tensoativo (LUCENA; SANTANA, 2000). Os resultados 

do referido estudo mostraram que as condições operacionais foram otimizadas 

proporcionando uma recuperação de 97% do biossurfactante e uma razão de enriquecimento 

de 4. 

Dimitrov et al. (2008) aplicaram processos de extração de membrana líquida para a 

recuperação de surfactina. Este processo opera em sistemas de três fases de líquido, sendo 

duas soluções aquosas, uma solução de alimentação e uma solução receptora, separadas por 

um líquido orgânico, que representa a "membrana de líquido", a qual é insolúvel em ambas as 

soluções aquosas. Os compostos biossurfactantes são transportados a partir da alimentação 

para a solução receptora através da membrana líquida orgânica, sendo separados (LI et al., 

2008). Neste estudo obteve-se 97% de eficiência de recuperação em condições otimizadas. 
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Chen e Juang, (2008), otimizaram a recuperação de surfactina de caldos de 

fermentação de B. subtilis por diferentes métodos e alcançaram uma melhor pureza, por 

adsorção e troca iônica, após o caldo ter sido tratado por processo de ultrafiltração em duas 

etapas. 

Kuyukina et al. (2001) utilizaram éter metil-terc-butílico (MTBE) como solvente para 

a extração de biossurfactantes de culturas bacterianas de Rhodococcus. Após a comparação 

com outros sistemas de solventes mais conhecidos utilizados para a extração destes 

compostos verificou-se que o MTBE foi capaz de realizar extração com elevada recuperação 

do produto. Devido a certas características de MTBE, tais como toxicidade relativamente 

baixa, biodegradabilidade, baixa inflamabilidade e fácil utilização em técnica de downstream, 

a utilização deste solvente como um agente de extração, em escala industrial de produção de 

biossurfactantes é viável. 

Reiling et al. (1986), estudaram a produção de biossurfactante em planta piloto e o 

processo do downstream adaptado a escala maior. A produção 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 adsorção em uma resina de poliestireno, onde a 

adsorção foi acompanhada através da tensão superficial medida em cada amostra. Na segunda 

etapa uma purificação adicional foi realizada com cromatografia de troca iônica. O produto 

obtido foi 90% puro, e a recuperação total do material ativo foi acima de 60% com o 

processamento utilizado. 

Muitas vezes, uma única técnica de processamento downstream não é suficiente para a 

recuperação do produto e sua purificação. Desse modo, a recuperação pode ser realizada em 

múltiplas etapas, usando uma sequência de passos de purificação e concentração (REILING et 

al., 1986) o que faz com que as indústrias produtoras de biossurfactantes possam produzir 

biossurfactantes com uma ampla gama de aplicações. 

 

2.3 Biorremediação 

 

Os processos biológicos são uma tecnologia promissora para a remoção 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 

manutenção do equilíbrio ecológico (ORTEGA-CALVO et al., 2013). 
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O conceito de biorremediação pode sofrer algumas alterações de acordo com o autor, 

no entanto, de uma forma geral, é um processo que se baseia em reações químicas realizadas 

por microrganismos sobre contaminantes presentes no ambiente natural. Essa ação microbiana 

é capaz de modificar ou decompor o composto original em formas mais simples, menos 

tóxicas ou atóxicas (MHATRE; KUNDE, 2014), sendo a mineralização do contaminante o 

benefício máximo alcançado nesse processo (DELLAGNEZZE et al., 2014). A meta final 

para biorremediação é a conversão de resíduos orgânicos em biomassa e sub-produtos inertes 

do metabolismo microbiano como o CO2 e água (CHIRWA; WANG, 2000). 

A biorremediação engloba uma série de tecnologias e técnicas distintas para 

tratamento não só de solos, mas também de águas contaminadas e outros resíduos, que podem 

ser classificadas em processos de tratamento in situ ou ex situ. Nos processos in situ, a 

remediação biológica é feita no próprio local de contaminação, sem a extração do meio 

contaminado. Já os processos ex situ, exigem a remoção e transporte do solo contaminado 

para um local adequado (RAMIREZ et al., 2014). A utilização dessa tecnologia, quando 

comparada à tecnologia in situ, apresenta a vantagem da facilidade de manipulação dos 

fatores ambientais que influenciam a biodegradação do contaminante tais como pH, 

temperatura, concentração de nutrientes, umidade e aeração (ZOUBOULIS; MOUSSAS, 

2011). Além disso, a área de disposição do solo é frequentemente impermeável reduzindo a 

lixiviação do contaminante para o solo não contaminado evitando consequente contaminação 

das águas subterrâneas. Geralmente, os casos em que a biorremediação é realizada ex situ 

estão relacionados com altas concentrações de contaminantes, necessitando de estratégias 

mais eficientes de recuperação desses resíduos (MOHAN et al., 2006). As técnicas de 

biorremediação ex situ mais aplicadas são landfarming, biopilhas, compostagem e 

biorreatores. 

O processo da biorremediação pode ocorrer naturalmente pela ação dos 

microrganismos autóctones, processo denominado atenuação natural. No entanto, em geral, os 

solos apresentam limitações nutricionais que submetem os microrganismos a condições 

entravantes, o que reduz a eficácia da biorremediação. Nesses casos o solo pode receber a 

introdução de nutrientes, que estimularão o metabolismo microbiano e contribuirão para o 

aumento das chances de sucesso do tratamento. A estimulação dos microrganismos pela 

introdução de fontes nutricionais é denominada bioestimulação (DELLAGNEZZE et al., 

2014). 
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2.3.1 Atenuação natural 

 

A atenuação natural inclui uma variedade de processos físicos, químicos e biológicos, 

os quais, dentro de condições favoráveis, permitem a redução de massa, toxicidade, 

mobilidade, volume ou concentrações de contaminantes no solo ou água subterrânea sem 

intervenção humana (USEPA, 1999). Este processo ocorre naturalmente em qualquer área 

contaminada, com variável grau de eficiência, dependendo dos tipos e concentrações de 

contaminantes presentes e dos processos característicos do local. 

A biorremediação de compostos oleosos por populações naturais de microrganismos 

representa um dos mecanismos primários pelo qual os compostos poluentes são eliminados no 

meio ambiente (TAPAJÓS et al., 2008). A capacidade de degradar esses compostos é 

apresentada por diversos gêneros microbianos, principalmente bactérias, fungos e leveduras 

(TRINDADE, 2002). Esses microrganismos podem ser encontrados no solo, em ambientes 

marinhos e de água doce. 

A remediação natural não é uma alternativa de “nenhuma ação de tratamento”, mas 

uma forma de minimizar os riscos para o meio ambiente, através do monitoramento do 

deslocamento da pluma, assegurando que pontos como poços de abastecimento de água, rios, 

lagos, não 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 biodegradação fica limitado as zonas periféricas da área contaminada, 

pois a presença de contaminante em elevadas concentrações torna o ambiente extremamente 

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

 

2.3.2 Bioestimulação 

 

A bioestimulação de populações de microrganismos autóctones com o objetivo de 

aumentar as taxas de biodegradação é frequentemente empregada em projetos de 

biorremediação. O processo de bioestímulo é uma das estratégias mais adotadas em 

tratamentos de recuperação de áreas impactadas. Esta técnica consiste na correção das 

condições ambientais, tais como nutrientes, oxigênio e umidade para aumentar a atividade da 

população microbiana existente nas áreas contaminadas (MILLER, 2010). 

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

como fonte de alimento. Contudo, os hidrocarbonetos são, supostamente, degradados mais 
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rapidamente do que no processo de degradação natural, devido à elevação da população de 

microrganismos, causada pelo implemento dos níveis de nutrientes (SARKAR et al., 2005). 

A suplementação de nutrientes para a degradação de hidrocarbonetos tem sido, 

tradicionalmente, focada na adição de fontes de N e P, tanto orgânicas quanto inorgânicas 

DELLAGNEZZE et al., 2014). Devido ao fato do carbono ser o principal constituinte de 

compostos oleosos, a sua dosagem tem sido considerada como um índice para a determinação 

das quantidades de N e P que necessitam ser adicionadas para atingir a ótima relação C:N:P 

(RISER-ROBERTS et al., 1998). A relação 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 bioestimulação os microrganismos se nutrem dos múltiplios 

compostos orgânicos para o desenvolvimento de seu metabolismo de manutenção e 

reprodução culminado na remoção do contaminante (KANISSERY; SIMS, 2011). 

 

2.3.3 Biorremediação de compostos oleosos com uso de biossurfactantes 

 

A utilização de biossurfactantes em processos de biorremediação tem se tornado um 

método promissor para melhorar a eficácia 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 razão, os biossurfactantes 

são fortes candidatos à utilização na biorremediação de solos contaminados e ambientes 

aquáticos (MARCHANT; BANAT, 2012), além de poderem ser produzidos por fontes 

renováveis como a fermentação microbiana, apresentando, assim, vantagem química frente 

aos similares sintéticos (CHAPRÃO, 2015). Segundo Banat et al. (2010) misturas 

microbianas e de biossurfactantes são comercializadas por algumas empresas para utilização 

em biorremediação.  

Os biossurfactantes aumentam as áreas da superfície dos compostos insolúveis que 

conduzem a um aumento da mobilidade e biodisponibilidade dos hidrocarbonetos, além disso, 

a interação com a superfície da célula aumenta a hidrofobicidade da superfície, permitindo 

que substratos hidrofóbicos possam se associar mais facilmente com células bacterianas, 

como consequência, melhoram a biodegradação e remoção dos compostos oleosos. A adição 

dos biossurfactantes aumenta a biodegradação dos hidrocarbonetos através dos mecanismos 

de mobilização, solubilização ou emulsificação (NIEVAS et al., 2008). 
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O mecanismo de mobilização ocorre em concentrações abaixo da concentração 

micelar crítica (CMC) do biotensioativo. Nessas concentrações, os biossurfactantes reduzem a 

tensão superficial e interfacial entre os sistemas ar/água e solo/água, fazendo com que o 

ângulo de contato dos biossurfactantes com o sistema solo/óleo aumente, reduzindo a força 

capilar, fazendo com que o óleo e o solo fiquem próximos (URUM; PEKDEMIR, 2004). 

Por sua vez, acima da CMC do biossurfactante, ocorre o processo de solubilização. 

Nessas concentrações as moléculas de biossurfactantes associam-se para formar micelas, o 

que aumenta muito a solubilidade do óleo. As extremidades das moléculas hidrofóbicas dos 

biossurfactantes ligam-se no interior da micela enquanto que as extremidades hidrófilicas 

estão expostas à fase aquosa do exterior. Consequentemente, o interior da micela cria um 

ambiente compatível para moléculas orgânicas hidrofóbicas (URUM, PEKDEMIR, 2004). 

A emulsificação, que também ocorre acima da CMC, é um processo que forma uma 

emulsão, contendo gotículas muito pequenas de gordura ou óleo em suspensão em um líquido, 

geralmente a água. Os biossurfactantes de elevado peso molecular são agentes emulsionantes 

eficazes e são muitas vezes aplicados como aditivos para estimular a biorremediação e a 

remoção de substâncias de petróleo a partir de ambientes contaminados (PACWA-

PLOCINICZAK et al., 2011). 

Moldes et al. (2011) avaliaram a influência da adição de biossurfactantes provenientes 

de Lactobacillus pentosuson para a eficiência da biodegradação de octano no solo pela 

microbiota autóctone. Após 15 dias, a eficiência da biodegradação atingiu 59% e 63% para o 

solo contaminado com 700 mg/kg e 70000 mg/kg de octano, na presença de biossurfactantes, 

enquanto que na ausência, a taxa de remoção foi de 1% e 24%, respectivamente. Os autores, 

concluíram que a mobilização das moléculas de octano e consequente aumento na sua 

biodisponibilidade foram as principais causas das diferenças observadas. 

Com relação à aplicação dos biossurfactantes em processos de biorremediação, as 

moléculas podem ser adicionadas externamente, por meio de processos de pulverização, 

injeção 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 último caso, a produção de 

biossurfactantes pode ser obtida por bioaumento com microrganismos adequados para 

produção de biossurfactantes, uma vez que os microrganismos autóctones raramente 

apresentam eficiência satisfatória (LAWNICZAK et al., 2013). 

Um estudo feito in situ, no deserto no Kuwait, com areias contaminadas com petróleo 

revelou que houve uma redução de 82,5% de hidrocarbonetos totais de petróleo e redução de 

90,5% de n-alcanos, em um período de 12 meses (AL-AWADHI et al., 1992). 
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O derramamento de óleo do navio Exxon Valdez perto de Prince William Sound em 

março de 1989 é um exemplo de grande contaminação, onde houve o vazamento de cerca de 

40 mil toneladas de óleo bruto. Consequentemente, a ação de descontaminação foi uma das 

mais caras para um derramamento de petróleo a partir de um navio, com mais de 10.000 

trabalhadores atuando nas operações de limpeza. O custo de limpeza para o primeiro ano foi 

mais de US$ 2 bilhões. A empresa Exxon Mobil teria gasto em torno US$ 4,3 bilhões, como 

consequência do derramamento, incluindo os custos de limpeza e vários acordos judiciais 

(ARROZ, et al., 1996).  

Durante as fazes iniciais de vazamento foi realizada a lavagem física com jatos de 

água a alta pressão, ensaios de queimadura experimental in-situ e a utilização de um grande 

número de navios, no entanto, menos de 10% do volume de vazamento original foi 

recuperado na superfície do mar. Subsequentemente, biossurfactantes foram aplicados nas 

áreas poluídas para acelerar o crescimento e a atividade dos microrganismos degradadores de 

petróleo. Duas a três semanas depois, as regiões tratadas com os biossurfactantes estavam 

significativamente mais limpas do que as áreas controle. No entanto, foi difícil avaliar os 

efeitos de tratamento devido à heterogeneidade da contaminação (SATPUTE et al., 2010). 

Shafeeq et al. (1989) relataram a produção de biosurfactants por P. aeruginosa S8, a 

qual foi isolada a partir de água do mar contaminada com óleo, e a degradação de 

hexadecano, heptadecano, octadecano e nonadecano, in situ, foi de 47%, 58%, 73% e 60%, 

respectivamente.  

Chhatre et al. (1996) descreveram a degradação de 70% de petróleo por 4 

microrganismos isolados de petróleo bruto em um campo de petróleo em Bombaim. Além 

disso, um dos microrganismos produziu biossurfactante do tipo raminolipídio que, 

consequentemente, aumentou a biodegradação do petróleo. 

Li et al. (2002) estudaram a remediação de solo poluído por hidrocarbonetos de 

petróleo através da técnica de biorremediação ex situ, biopilhas que receberam suplementação 

de nutrientes e palha de arroz como material para melhoria das características do solo quanto 

à aeração. Durante 53 dias de operação, 38% a 57% do total do óleo presente no solo foi 

biodegradado. Esses autores concluíram que o sistema de biopilhas apresentou-se como uma 

tecnologia eficiente de biorremediação de baixo custo. 

Mccarthy et al. (2004) realizaram a remediação de 3.600 m3 de solo contaminado com 

hidrocarbonetos de petróleo, durante 55 dias no Alasca com a técnica de biorremediação ex 

situ, landfarming. A concentração do contaminante antes e após o tratamento teve uma 

variação de 1400 mg/kg a 430 mg/kg, respectivamente.  
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Um sistema de biopilha aerada foi utilizado para tratar 15.000 m3 de solo contaminado 

por compostos oleosos em Savitok Point, Canadá. As concentrações do contaminante foram 

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

 

2.3.4 Contaminante – Biodiesel 

 
O aumento no consumo de combustível, e as preocupações sobre a escassez de 

petróleo, criaram a necessidade do uso de biocombustíveis (THOME, et al., 2014). Um 

exemplo é o biodiesel, o qual fornece uma fonte alternativa de energia para uso em motores a 

diesel (HUANG et al. 2012), e contribui com a redução qualitativa e quantitativa dos níveis de 

poluição ambiental e é fonte estratégica de energia renovável em substituição aos derivados 

de petróleo (NETO et al., 2005). 

No Brasil, o uso de biodiesel adicionado ao diesel é obrigatório nos termos da Lei 

11.097/2005 (BRASIL, 2005). Em janeiro de 2008, 2% de biodiesel foi requerido para ser 

adicionado ao óleo diesel de acordo com a Agência Nacional do Petróleo. Esta percentagem 

subiu para 4% em 2009, 5% em 2010, 6% em julho e 7% em novembro de 2014. Em março 

2016 foi aprovado o índice 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 físico-químicas do biodiesel variam conforme a composição de 

ácidos graxos do elemento empregado na sua produção (LIN et al., 2011). Quimicamente, os 

óleos e gorduras consistem em moléculas de triacilglicerídeos, constituídas por três ácidos 

graxos de cadeia longa ligados na forma de ésteres a uma molécula de glicerol.  

Segundo Schüller (2000) a obtenção de biodiesel é realizada pela reação de 

transesterificação de óleos vegetais ou animais com um álcool (metanol ou etanol), na 

presença de um catalisador, usualmente NaOH ou KOH (PASQUALINO et al., 2006) e como 

co-produto da reação a glicerina.  

A biodegradabilidade do biodiesel é favorecida pela presença de cadeias C16-C18 

(ácidos graxos), ausência de moléculas aromáticas, propriedades higroscópicas e 

disponibilidade de ligações éster de alta energia (PASSMAN; DOBRANIC, 2005). Porém, 

apresenta também algumas vulnerabilidades, como a suscetibilidade à biodeterioração em 

sistemas de estocagem e a liberação de óxidos de nitrogênio (NOx) durante sua combustão 

(DEMIRBAS, 2009). 

A adição de biodiesel ao diesel pode promover efeitos simultâneos, contribuindo para 

o aumento da biodegradabilidade dos hidrocarbonetos à medida que a sua concentração é 



32 
 

aumentada na mistura, devido ao fenômeno do cometabolismo (PASQUALINO et al., 2006), 

sendo relatado que a biodegradabilidade do biodiesel pode ser até cinco vezes mais rápida do 

que do diesel, inclusive em solos (FERELLA et al., 2010). 

Ainda muito pouco é sabido sobre como se dá a biodegradação das frações de 

diesel/biodiesel no solo, devido ao fato de essa nova mistura de combustível ter sido inserida 

recentemente na matriz energética mundial. Devido a isso, vem se trabalhando em inúmeras 

pesquisas para entender o comportamento dessa mistura no solo, uma vez que vazamentos e 

derrames acidentais durante o refino, o transporte e estocagem são uma problemática 

(MEYER, 2014). 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 
 

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

objetivos delineados.  

 

Figura 1 – Esquema da metodologia experimental. 

 
 

3.1 Caracterização dos resíduos agroindustriais 

 

Foi realizada a caracterização do soro de leite e do permeado da ultrafiltração do soro 

de leite através de análises físico-químicas de sais, gordura, proteína, lactose, sólidos totais e 

umidade. O teor de sais foi determinado por secagem em mufla a 500º (AOAC, 1995; MAPA, 

2006), e o teor de gorduras por espectroscopia no infravermelho próximo (FTIR) (MAPA, 

2006; INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2000). A determinação de proteínas foi realizada por 

espectroscopia no infravermelho próximo (FTIR) e pelo método Kjehdal (AOAC, 2005; 

MAPA, 2006; INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2000), a lactose foi determinada por 

espectroscopia no infravermelho próximo (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 sólidos totais por 

Caracterização dos 
Resíduos

Produção de 
Biossurfactantes

Recuperação e 
Identificação dos 
Biossurfactantes

Aplicação dos 
biossurfactantes em 

processos de 
biorremediação

Soro de Leite

Permeado da 
Ultrafiltração do Soro de 

Leite

Estudo do Meio de 
Cultivo

Precipitação

Análises: sais, gordura, 
proteína, lactose, sólidos 

totais e umidade

Análises: concentração de 
biomassa, tensão superficial, 

atividade emulsificante 
óleo/água, água/óleo

Análises: tensão superficial, 
espectrometria de massa

Montagem dos 
experimentos com o 

contaminante e 
biossurfactante

Análises: umidade, evolução 
de CO2, óleos e graxas, 

contagem de microrganismos 
heterotróficos, cromatografia 

gasosa



34 
 

espectroscopia no infravermelho próximo (FTIR) e secagem em estufa a 105°C (AOAC, 

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

 

3.2 Produção de biossurfactantes 

 

3.2.1 Identificação dos microrganismos produtores de biossurfactantes 

 
Os microrganismos foram isolados de solo contaminado pelo vazamento de óleo 

diesel, em um posto de combustível, no município de Passo Fundo, RS, no ano de 2009. O 

isolamento foi realizado a partir de uma amostra do solo contaminado realizando-se diluições 

seriadas e plaqueamento. As colônias foram sucessivamente isoladas, testadas e 

posteriormente mantidas em tubos com ágar inclinado em refrigerador a 4 °C (DECESARO 

et. al., 2013). 

A identificação dos microrganismos produtores de biossurfactantes foi realizada no 

Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Químicas, Biológicas e Agrícolas (CPQBA), Divisão de 

Recursos Microbianos (DRM), da Universidade Estadual de Campinas (Unicamp), sendo 

realizada a identificação molecular da linhagem dos microrganismos utilizando 

sequenciamento e análise filogenética do gene RNA ribossomal 16S. 

As amostras foram repicadas em placa de Petri contendo meio de cultura apropriado. 

Para extração do DNA genômico, uma alçada de cultura foi diluída em 5 μL de água 

deionizada estéril e aquecida a 95°C por 3 min em termociclador.  

A metodologia consistiu na amplificação do gene RNA ribossomal 16S pela técnica de 

PCR (reação em cadeia da polimerase), utilizando como molde o DNA genômico extraído 

diretamente das culturas. Os primers (oligonucleotídeos sintéticos) utilizados para a reção da 

PCR foram p10f e p1100r, complementares às extremidades conservadas do gene ribossomal 

16S dos microrganismos. Os produtos de amplificação foram purificados e submetidos 

diretamente ao sequenciamento usando um sequenciador automático. 

As sequências parciais do gene RNA ribossomal 16S obtidas com os diferentes 

primers foram montadas em uma sequência única combinando os diferentes fragmentos 

obtidos e comparadas com a sequência de organismos representados na base de dados do 

GenBank e do RDP (Ribosomal database Project). Foram então selecionadas sequencias de 

microrganismos relacionado aos microrganismos a serem identificados para realização da 

análise filogenética. As sequências de análise foram alinhadas utilizando o programa 

CLUSTAL X (THOMPSON et al., 1997) e as análises filogenéticas foram conduzidas 
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utilizando o programa MEGA 6.0 (TAMURA et al., 1997). A matriz de distância evolutiva 

foi calculada com o modelo de Kimura (1980) e a construção da árvore 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 incluído no programa 

MEGA 6.0. 

 

3.2.2 Microrganismos e manutenção de cepas 

 
Para a multiplicação das células, para dar início ao processo fermentativo, os inóculos 

dos microrganismos foram preparados em meio PC (Plate Count), composto por triptona (5 

g/L), extrato de levedura (2,5 g/L) e glicose (1g/L), a partir de tubos contendo os 

microrganismos isolados em meio PCA (Plate Count Ágar). Em erlenmeyers de 250 mL foi 

adicionado 50 mL do meio PC, o qual foi inoculado com 2 alçadas de colônias por 

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

 

3.2.3 Preparo do meio de cultivo, inoculação e controles 

 
Inicialmente os resíduos foram submetidos a um pré-tratamento, no qual o pH dos 

mesmos foi ajustado para 4,0 com HCl (1,0 mol/L) com posterior ebulição durante 10 min. 

Após arrefecimento, o pH foi ajustado com NaOH (1,0 mol/L) para 7,0 e o precipitado foi 

removido por filtração através de algodão e o sobrenadante autoclavado (JOSHI et al., 2008). 

O pré-tratamento foi realizado com a finalidade de precipitar a proteína e hidrólisar a lactose, 

ficando mais prontamente utilizável para os microrganismos. 

O meio de cultivo foi composto por 50 mL de resíduo e a adição de fontes de 

nitrogênio, indutores e micronutrientes foi realizada de acordo com o Planejamento Fatorial 

Fracionário 25-1, resolução IV, em dois blocos, apresentado na Tabela 1. 
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Tabela 1 – Planejamento Fatorial Fracionário 25-1 utilizado para avaliação das variáveis 

significativas sobre a produção de biossurfactantes. 

Trat. Bloco 
Tipo da 
Fonte de 

Nitrogênio 

Conc. 
Fonte de 

Nitrogênio 

Adição da Solução 
de 

Micronutrientes* 

Tipo 
Indutor 

Conc. 
Indutor 

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) OS (-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 II SA (+1) 0,5% (-1) N (-1) OS (-1) 2% (+1) 

10 II U (-1) 1,0% (+1) N (-1) OS (-1) 2% (+1) 
11 II SA (+1) 0,5% (-1) S (+1) OS (-1) 1% (-1) 
12 II U (-1) 1,0% (+1) S (+1) OS (-1) 1% (-1) 
13 II U (-1) 0,5% (-1) N (-1) B (+1) 1% (-1) 
14 II SA (+1) 1,0% (+1) N (-1) B (+1) 1% (-1) 
15 II U (-1) 0,5% (-1) S (+1) B (+1) 2% (+1) 
16 II SA (+1) 1,0% (+1) S (+1) B (+1) 2% (+1) 

U: ureia; SA: sulfato de amônio; N: não; S:sim; OS: Óleo de Soja; B: Biodiesel. * A solução de micronutrientes 
será 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 resíduos (soro de leite e permeado da ultrafiltração do soro de leite). 

Os experimentos foram realizados em erlenmeyers de 250 mL com 50 mL de meio de 

cultivo para realização da fermentação. A inoculação foi realizada com adição de 2 mL de 

inóculo preparado na etapa anterior, apresentando densidade ótica maior ou igual a 1,0 a 660 

nm. Os erlenmeyers foram mantidos em agitador orbital a 30 °C durante 5 d, sendo retiradas 

alíquotas no tempo inicial, 2 d e 5 d para a determinação da tensão superficial do meio e da 

concentração de biomassa. 

Após a constatação dos tratamentos que mais diminuíram a tensão superficial do meio, 

tanto para soro de leite quanto para o permeado da ultrafiltração do soro de leite, repetiu-se a 

fermentação, durante 5 d, para verificar se o comportamento de produção dos agentes 

tensoativos se mantinha, avaliando-se os cultivos através das determinações diárias de tensão 

superficial e concentração de biomassa. Além disso, nos tempos inicial (0 d) e final (5 d) 

foram realizadas as determinações de atividade emulsificante água/óleo e óleo/água. 
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3.2.4 Precipitação dos biossurfactantes 

 

Após o processo fermentativo, realizou-se a recuperação do biossurfacante de acordo com 

Dubey e Juwakar (2001). O caldo livre de células foi acidificado a pH 2 com HCl (1,0 mol/L), 

seguido por incubação durante 12 h a 4 °C e depois centrifugado a 5000 min-1 durante 10 min. 

Após a precipitação realizou-se a liofilização (liofilizador marca Terroni) através da 

desidratação das amostras a frio sob vácuo, com acondicionamento a -70 ºC até o momento do 

uso.  

 

3.2.5 Identificação dos biossurfactantes produzidos 

 
A identificação dos biossurfactantes produzidos para aplicação no ensaio de 

biorremediação foi realizada por espectrometria de massas no Laboratório ThoMSon de 

Espectrometria de Massas, da Universidade Estadual de Campinas (Unicamp). 

A amostra foi preparada dissolvendo 2 μg do biossurfactante em uma solução de 

metanol/água (1:1 v/v).  Para preparar a placa de MALDI, 1 μl do biosssurfactante foi 

colocado sobre uma placa de 384 local (aço inoxidável polido) e seco à temperatura ambiente. 

A amostra seca foi então coberta com 1 μL de uma solução de matriz DHB (30 mg/mL em 

metanol). As análises 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 único disparo. A 

região de m/z sobre a qual os íons forma detectados foi de 1000 a 1600 m/z no modo íon 

positivo. A faixa de potência do laser foi ajustada para 60% e as medições foram realizadas 

nas seguintes condições: fonte de íons 1 = 19,0 kV, fonte de íons 2 = 16,6 kV, tensão lente = 

8,7 kV, tensão refletor 1 = 21,0 kV, tensão refletor 2 = 9,70 kV, delay de extração dos íons = 

1.1 ns, supressão = 500 Da. 

 

3.3 Ensaio de biorremediação do solo contaminado 

 

Para a realização 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.  



38 
 

O solo utilizado para a realização dos ensaios experimentais foi classificado 

pedologicamente como um Latossolo Vermelho Distrófico Húmico (STRECK et al. 2008). O 

mesmo é classificado geotecnicamente pela classificação unificada de solos como CH, ou 

argila de alta plasticidade. A caracterização geotécnica e física do solo está apresentada na 

Tabela 2. 

 

Tabela 2 – Caracterização geotécnica e física do solo utilizado. 

Parâmetro Valor 
Argila (%) 68,0 
Silte (%) 5,0 
Areia (%) 27,0 

Limite de Liquidez (%) 53,0 
Limite de Plasticidade (%) 42,0 

Peso Real dos Grãos (kN/m³) 26,7 
Umidade Natural 34,0 

Peso Específico Natural (kN/m³) 16,3 
Índice de Vazios 1,19 

Grau de Saturação (%) 75,7 
Porosidade (%) 54,0 

pH 5,4 
Matéria Orgânica (%) < 0,8 

Condutividade Hidráulica (cm/s) 1,39x10-3 
Fonte: Prietto et al., 2010; Cecchin et al., 2016. 
 

O solo apresenta pH ácido, alto teor de argila, baixo teor de matéria orgânica e baixa 

CTC, típica de solos com predominância do argilo-mineral caulinita (STRECK et al., 2008). 

Os solos argilosos possuem baixa permeabilidade, porém em Latossolos, que apresentam uma 

boa estruturação, a quantidade de macroporos é suficiente para que haja uma permeabilidade 

relativamente rápida de água e ar (REGINATTO, 2012). 

O contaminante utilizado foi o biodiesel de soja puro (B100) adquirido junto à 

empresa BSBIOS, localizada na BR 285, km 294, Distrito industrial de Passo Fundo, RS. 

Os ensaios de biorremediação de solo contaminado foram realizados em biorreatores 

hermeticamente fechados, com 300 g de solo, adicionado de 20% de biodiesel, e diferentes 

concentrações de biossurfactantes (0,1%, 0,5%, 1,0%) em relação à concentração de 

contaminante. A contaminação com 20% de biodiesel foi escolhida a fim de se realizar uma 

simulação de contaminação extensiva com este tipo de combustível, como por exemplo, as 

que ocorrem em acidentes viários, uma vez que a maior parte da distribuição do biodiesel 

ocorre via rede rodoviária. De acordo com Werneck e Rodrigues (2013), no ano de 2010, 
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100% do biodiesel foi transportado por rodovias, devido principalmente, à falta de oferta de 

outros modais que não o rodoviário no território nacional.  

Os ensaios com adição de biossurfactantes foram comparados com ensaios de 

atenuação natural, por um período de 90 d. 

Adicionalmente, foram realizados ensaios nas mesmas condições mencionadas 

anteriormente, mas com o solo esterilizado, a fim de investigar a influência da presença de 

biossurfactantes e ausência de microrganismos na redução/dessorção do contaminante. Os 

ensaios foram realizados em duplicata através do Delineamento Experimental apresentado na 

Tabela 3. 

 

Tabela 3 – Planejamento Experimental dos ensaios de biorremediação. 

Trat. Técnica de Biorremediação Contaminante Solo Esterilizado 

1 Biossurfactante - 0,1% Biodiesel Não 

2 Biossurfactante - 0,5% Biodiesel Não 

3 Biossurfactante - 1,0% Biodiesel Não 

4 Atenuação Natural Biodiesel Não 

5 Controle - - 

6 Biossurfactante - 0,1% Biodiesel Sim 

7 Biossurfactante - 0,5% Biodiesel Sim 

8 Biossurfactante - 1,0% Biodiesel Sim 

9 Atenuação Natural Biodiesel Sim 

 

3.4 Determinações analíticas 

 
3.4.1 Determinação da tensão superficial do meio  

 
A tensão superficial dos meios foi realizada na ausência de células de acordo com o 

método do anel (Du-Nuoy’s ring method), utilizando medidor de tensão superficial, marca Sigma, 

modelo 702, no tempo inicial, 2 d e 5 d de cultivo. 

Foram determinados valores adimensionais de tensão superficial (RTS), calculados 

pela razão entre tensão superficial inicial e tensão superficial final, para os quatro primeiros 

planejamentos. Assim, valores de RTS>1 indicam que houve redução da tensão superficial e 

RTS<1 que houve aumento da tensão superficial, sendo que este último não é de interesse do 

referido estudo. Os valores de RTS foram tabelados e graficados e posteriormente analisados 
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através de Análise de Variância (ANOVA), com nível de confiança de 95% (p < 0,05), para 

comparação dos tratamentos, sendo utilizado o software Statistica 8.0 (STATSOFT, 1999). 

 

3.4.2 Determinação da concentração da biomassa seca durante a produção de 

biossurfactantes 

 

A avaliação do crescimento dos microrganismos foi realizada pela determinação da 

concentração de biomassa no tempo inicial, 2 d e 5 d. Foram centrifugados 13 mL dos 

cultivos em centrífuga (CT 5000 R), o sobrenadante foi removido e a biomassa foi adicionada 

em capsulas de alumínio previamente taradas em estufa a 60 °C por 24 h. Através da Equação 

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

 .    ( / ) =  ( á  )  ( á )    (1) 

 

Após foram determinados valores adimensionais de concentração de biomassa (RCB), 

calculados pela razão entre concentração de biomassa final e concentração de biomassa 

inicial, para os quatro primeiros planejamentos, sendo que RCB>1, indica que houve 

crescimento microbiano. 

 
3.4.3 Determinação da atividade emulsificante 

 
A determinação da atividade emulsificante foi realizada no meio livre de células, após a 

centrifugação, no tempo inicial e final dos tratamentos que tiveram a maior redução da tensão 

superficial. As atividades emulsificantes óleo em água (O/A) e água em óleo (A/O) foram 

determinadas segundo metodologia proposta por Martins et al. (2006) com modificações em 

relação ao óleo utilizado. Foram utilizados 3,5 mL de extrato obtido do processo fermentativo e 2 

mL de biodiesel. A mistura foi agitada em agitador Vórtex a 700 rpm por 1 min. Após 60 min de 

repouso foi lida a absorbância do meio emulsificado O/A em espectrofotômetro a 610 nm. A 

absorbância da atividade emulsificante O/A foi obtida diminuindo-se a absorbância da amostra da 

absorbância do branco conforme a Equação 2. Após 24 h de repouso foi realizada a leitura em 

paquímetro, da altura da emulsão A/O formada e da altura total (altura da emulsão mais altura da 

camada remanescente de óleo), gerando a atividade emulsificante A/O de acordo com a Equação 

3. Três brancos foram realizados, utilizando extrato no lugar da amostra. 
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/ = ( − )                                  (2) 

/ = ( − )                                  (3) 

 

Em que: 

AEO/A: atividade emulsificante óleo/água (UE); 

AEA/O: atividade emulsificante água/óleo (UE);  

ABS: absorbância;  

E: relação centesimal entre a altura da emulsão água/óleo e a altura total; 

 

3.4.4 Determinação do teor de umidade 

 

As determinações de umidade dos ensaios de biorremediação em solo foram realizadas 

no tempo inicial, 30 d, 60 d, 45d e 90 d, através da Equação 4, segundo NBR 6457 (ABNT, 

1986). 

 (%) =  ( á ú )  ( á )( á  )  ( á )  .100                         (4) 

 

Os valores obtidos nas análises de umidade foram utilizados para realização do cálculo 

da remoção do contaminante, pois o mesmo foi realizado com relação ao solo seco. 

 

3.4.5 Determinação do CO2 liberado 

 

Para avaliação da produção de CO2 nos ensaios de biorremediação, foi utilizado a 

metodologia de respirometria, adaptado do método respirométrico de Bartha descrito pela 

NBR – 14.283. A mensuração da geração de CO2 foi realizada somente nos ensaios em que o 

solo utilizado não foi esterilizado. 

O volume da solução de HCl, gasto para atingir o pH capaz de mudar a coloração do 

indicador fenolftaleína da cor rósea para a incolor, foi utilizado no cálculo da quantidade de 

CO2 produzido, comparando-se com o volume gasto para titular o branco (NaOH sem 

presença de solo no interior do frasco). Este cálculo é possível, pois o CO2 resultante da 

biodegradação reage com o NaOH, no interior do frasco, formando Na2CO3. Quando a 

mistura de Na2CO3 e excesso de NaOH é adicionada à solução de BaCl2 ocorre reação do 

Na2CO3 e do BaCl2 formando o precipitado BaCO3, sequestrando o carbonato e garantindo 
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que o HCl reaja apenas com o NaOH excedente (Equação 5 e 6), permitindo o cálculo da 

quantidade de CO2 produzida (COSTA, 2005). 

Nos frascos contendo os solos contaminados foi colocado um béquer de 50 mL com 

30 mL de solução de NaOH (0,5 mol/L). A cada 2 dias foi retirado o béquer contendo NaOH, 

dos quais foram retirada uma alíquota de 10 mL para um erlenmeyer (125 mL), ao qual foi 

adicionado 10 mL de BaCl2 (0,2 mol/L) e 2 gotas de indicador fenolftaleína. Esse precipitado 

foi titulado com HCl padronizado (0,1 mol/L) para cálculo da liberação de CO2 

(determinações foram feitas em duplicata). Após, lavou-se o béquer com água destilada e 

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

 2  + 2 → 2 3 + 2              (5)  +  →  + 2                (6) 

 

Com o volume de HCl gasto na titulação foi possível saber, por estequiometria, a 

quantidade de CO2 gerada pelos microrganismos do solo em cada um dos tempos 

determinados, conforme Equação 7. 

  − 2( ) = (  − ). . . 6. ( 1. 2)                     (7) 

 

Em que:  

B= Volume de HCl gasto no branco (mL); 

V = Volume de HCl gasto na amostra (mol/L); 

M = Concentração real do HCl (mol/L); 

6 = Massa atômica do C(12) dividido pelo número de mols de CO2 que reagem com o NaOH 

V1 = Volume de NaOH usado na captura de CO2 (mL); 

V2 = Volume de NaOH usado na titulação (mL); 

F = fator de correção do HCl; 

Como foram retiradas amostras de solo para a análise de óleos e graxas ao longo do 

tempo, o cálculo da liberação de CO2 sempre foi corrigido para a massa de 1 kg de solo. 

Os dados foram tabelados e graficados e posteriormente analisados através de Análise 

de Variância (ANOVA), com nível de confiança de 95% (p < 0,05), para comparação dos 

tratamentos, sendo utilizado o software Statistica 8.0 (STATSOFT, 1999). 
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3.4.6 Análise de óleos e graxas 

 

A análise de óleos e graxas foi realizada para determinar a remoção do contaminante 

pelos microrganismos presentes no solo, nos tempos inicial, 30 d, 45 d, 60 d, e 90 d. 

A análise gravimétrica de óleos e graxas foi realizada seguindo a metodologia de 

extração por ultrassom da USEPA 3550B (1996). O ultrassom auxilia na remoção de 

substâncias voláteis e semi-voláteis do solo, podendo esta ser quantificada. O cálculo do teor 

residual e do percentual de degradação foi calculado através da Equação 8. 

   (%) =   .100                             (8) 

 

Em que: 

Po: Quantidade de amostra de solo em peso seco utilizada na análise (g) 

P1: Peso do balão de fundo chato (g) 

P2: Peso do balão de fundo chato mais a mistura B100 extraída do solo contaminado (g) 

 

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

remoção foi utilizada a Equação 9. 

 çã (%) =      .100                    (9) 

 

Em que: 

OG inicial: concentração inicial de óleos e graxas 

OG final: concentração final de óleos e graxas 

 

Os dados foram tabelados e graficados e posteriormente analisados através de Análise 

de Variância (ANOVA), com nível de confiança de 95% (p < 0,05), para comparação dos 

tratamentos, sendo utilizado o software Statistica 8.0 (STATSOFT, 1999). 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

No capítulo 4 são apresentados os resultados obtidos nesta pesquisa bem como as 

discussões pertinentes aos mesmos. O capítulo está divido em duas partes: produção de 

biossurfactantes a partir de soro de leite e do permeado da ultrafiltração de soro de leite e o 

uso dos biossurfactantes produzidos em ensaio de biorremediação, sendo inicialmente 

apresentado os resultados de caracterização dos resíduos e de identificação dos 

microrganismos produtores de biossurfactantes. 

 

4.1 Caracterização dos resíduos 

 
A Tabela 4 apresenta os resultados das análises realizadas no soro de leite e no 

permeado da ultrafiltração do soro de leite, para verificação das características de cada um dos 

resíduos. As principais diferenças nos valores obtidos para os seis parâmetros analisados estão 

nos teores de sais, proteínas e sólidos totais, isso se deve ao fato que na ultrafiltração os 

solutos de maior peso molecular são retidos na membrana. 

 

Tabela 4 – Caracterização do soro de leite e do permeado da ultrafiltração do soro de leite. 

Análises/Resíduos Soro de Leite 
Permeado da Ultrafiltração 

do Soro de Leite 

Sais (g/100g) 0,51 0,19 

Gordura (g/100g) 0,14 0,06 

Proteína (g/100g) 0,61 0,17 

Lactose (g/100g) 4,21 4,21 

Sólidos Totais (g/100g) 5,48 5,11 

Umidade (g/100g) 94,52 94,90 

 

Devido a sua rica composição o soro de leite é um ótimo substrato para a fermentação 

industrial e tem contribuído para bom crescimento microbiano. O soro de leite pode ser 

utilizado em processos fermentativos de produção de bioprodutos com elevado valor 

agregado, tais como bioemulsificantes (SPALATELU, 2012). 

Segundo Fox e Bala (2000) os resíduos de soro de leite são considerados como 

substratos viáveis para a produção de biossurfactantes, em substituição 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 degradação, glicose e galactose.  

 

4.2 Identificação dos microrganismos produtores de biossurfactantes 

 

A análise microscópica revelou que se tratam de duas bactérias, na forma de 

bastonetes, com coloração Gram positiva. 

Para o Microrganismo 1 a árvore filogenética construída a partir das sequências 

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

 

Figura 2 – Árvore filogenética demonstrando as relações evolutivas entre a sequência parcial 

do gene RNA ribossomal 16S da amostra do Microrganismo 1 e sequências de linhagens de 

microrganismos relacionados presentes nas bases de dados RDP e GenBank. 

 
 

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

Microrganismo 1 está apresentada na Figura 3. 

 

Figura 3 – Sequência parcial do RNA ribossomal 16S da amostra analisada. 

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

100% de similaridade com sequências de RNA ribossomal de várias linhagens de Bacillus 

methylotrophicus e Bacillus amyloliquefaciens, além de vários isolados de Bacillus sp., 

Microrganismo 1     
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contidas na base de dados consultadas do GenBank e RDP. A análise 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 identificação do Microrganismo 1 em nível de espécie. 

Para o Microrganismo 2 a árvore filogenética construída a partir das sequências 

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

 

Figura 4 – Árvore filogenética demonstrando as relações evolutivas entre a sequência parcial 

do gene RNA ribossomal 16S da amostra do Microrganismo 2 e sequências de linhagens de 

microrganismos relacionados presentes nas bases de dados RDP e GenBank. 

 
 

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

Microrganismo 2 está apresentada na Figura 5. 

 

Figura 5 – Sequência parcial do RNA ribossomal 16S da amostra analisada. 

 
 

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

100% de similaridade com sequências de RNA ribossomal de várias linhagens de Bacillus 

Microrganismo 2    
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pumilus e Bacillus safensis, contidas na base de dados consultadas do GenBank e RDP. A 

análise 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 não ofereceu resolução para discriminar essas 

espécies de Bacillus, as quais são filogeneticamente muito próximas entre si e idênticas em 

nível de RNAr 16S. Estas bactérias são gram-positivas, anaeróbicas facultativas e pertencem a 

família Bacillaceae. Estas espécies apresentam características genotípicas muito semelhantes 

e podem ser diferenciadas através de propriedades bioquímicas ou genes marcadores 

específicos, como o gene da DNA girasse. 

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

 

Quadro 2 – Resultado da identificação do Microrganismo 1 e 2. 

Amostra Identificação 

Microrganismo 1 Bacillus methylotrophicus, Madhaiyan et al., 2010 

Microrganismo 2 Bacillus sp., Cohn, 1872 

 

4.3 Produção 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 tensão superficial e 

concentração de biomassa das fermentações com soro de leite para a Bacillus 

methylotrophicus e Bacillus pumilus, para os experimentos dos Planejamentos Experimentais 

realizados. 
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Figura 6 – Medidas de tensão superficial obtida nos meios livres de células durante a 

fermentação submersa, para a produção de biossurfactantes com Bacillus methylotrophicus, a 

partir de soro de leite. 

 

 
T1: ureia, 0,5%, sem micronutrientes, óleo de soja, 1,0%; T2: sulfato de amônio, 1,0%, sem micronutrientes, 
óleo de soja, 1,0%; T3: ureia, 0,5%, com micronutrientes, óleo de soja, 2,0%; T4: sulfato de amônio, 1,0%, com 
micronutrientes, óleo de soja, 2,0%; T5: sulfato de amônio, 0,5%, sem micronutrientes, biodiesel, 2,0%; T6: 
ureia, 1,0%, sem micronutrientes, biodiesel, 2,0%; T7: sulfato de amônio, 0,5%, com micronutrientes, biodiesel, 
1,0%; T8: ureia, 1,0%, com micronutrientes, biodiesel, 1,0%; T9: sulfato de amônio, 0,5%, sem micronutrientes, 
óleo de soja, 2,0%; T10: ureia, 1,0%, sem micronutrientes, óleo de soja, 2,0%; T11: sulfato de amônio, 0,5%, 
com micronutrientes, óleo de soja, 1,0%; T12: ureia, 1,0%, com micronutrientes, óleo de soja, 1,0%; T13: ureia, 
0,5%, sem micronutrientes, biodiesel, 1,0%; T14: sulfato de amônio, 1,0%, sem micronutrientes, biodiesel, 
1,0%; T15: ureia, 0,5%, com micronutrientes, biodiesel, 2,0%; T16: sulfato de amônio, 1,0%, com 
micronutrientes, biodiesel, 2,0%.  
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Figura 7 – Concentração de biomassa obtida durante a fermentação submersa, para a 

produção de biossurfactantes com Bacillus methylotrophicus, a partir de soro de leite. 

 
T1: ureia, 0,5%, sem micronutrientes, óleo de soja, 1,0%; T2: sulfato de amônio, 1,0%, sem micronutrientes, 
óleo de soja, 1,0%; T3: ureia, 0,5%, com micronutrientes, óleo de soja, 2,0%; T4: sulfato de amônio, 1,0%, com 
micronutrientes, óleo de soja, 2,0%; T5: sulfato de amônio, 0,5%, sem micronutrientes, biodiesel, 2,0%; T6: 
ureia, 1,0%, sem micronutrientes, biodiesel, 2,0%; T7: sulfato de amônio, 0,5%, com micronutrientes, biodiesel, 
1,0%; T8: ureia, 1,0%, com micronutrientes, biodiesel, 1,0%; T9: sulfato de amônio, 0,5%, sem micronutrientes, 
óleo de soja, 2,0%; T10: ureia, 1,0%, sem micronutrientes, óleo de soja, 2,0%; T11: sulfato de amônio, 0,5%, 
com micronutrientes, óleo de soja, 1,0%; T12: ureia, 1,0%, com micronutrientes, óleo de soja, 1,0%; T13: ureia, 
0,5%, sem micronutrientes, biodiesel, 1,0%; T14: sulfato de amônio, 1,0%, sem micronutrientes, biodiesel, 
1,0%; T15: ureia, 0,5%, com micronutrientes, biodiesel, 2,0%; T16: sulfato de amônio, 1,0%, com 
micronutrientes, biodiesel, 2,0%.  
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Figura 8 – Medidas de tensão superficial obtida nos meios livres de células durante a 

fermentação submersa, para a produção de biossurfactantes com Bacillus pumilus, a partir de 

soro de leite. 

 

 
T1: ureia, 0,5%, sem micronutrientes, óleo de soja, 1,0%; T2: sulfato de amônio, 1,0%, sem micronutrientes, 
óleo de soja, 1,0%; T3: ureia, 0,5%, com micronutrientes, óleo de soja, 2,0%; T4: sulfato de amônio, 1,0%, com 
micronutrientes, óleo de soja, 2,0%; T5: sulfato de amônio, 0,5%, sem micronutrientes, biodiesel, 2,0%; T6: 
ureia, 1,0%, sem micronutrientes, biodiesel, 2,0%; T7: sulfato de amônio, 0,5%, com micronutrientes, biodiesel, 
1,0%; T8: ureia, 1,0%, com micronutrientes, biodiesel, 1,0%; T9: sulfato de amônio, 0,5%, sem micronutrientes, 
óleo de soja, 2,0%; T10: ureia, 1,0%, sem micronutrientes, óleo de soja, 2,0%; T11: sulfato de amônio, 0,5%, 
com micronutrientes, óleo de soja, 1,0%; T12: ureia, 1,0%, com micronutrientes, óleo de soja, 1,0%; T13: ureia, 
0,5%, sem micronutrientes, biodiesel, 1,0%; T14: sulfato de amônio, 1,0%, sem micronutrientes, biodiesel, 
1,0%; T15: ureia, 0,5%, com micronutrientes, biodiesel, 2,0%; T16: sulfato de amônio, 1,0%, com 
micronutrientes, biodiesel, 2,0%. 
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Figura 9 – Concentração de biomassa obtida durante a fermentação submersa, para a 

produção de biossurfactantes com Bacillus pumilus, a partir de soro de leite. 

 
T1: ureia, 0,5%, sem micronutrientes, óleo de soja, 1,0%; T2: sulfato de amônio, 1,0%, sem micronutrientes, 
óleo de soja, 1,0%; T3: ureia, 0,5%, com micronutrientes, óleo de soja, 2,0%; T4: sulfato de amônio, 1,0%, com 
micronutrientes, óleo de soja, 2,0%; T5: sulfato de amônio, 0,5%, sem micronutrientes, biodiesel, 2,0%; T6: 
ureia, 1,0%, sem micronutrientes, biodiesel, 2,0%; T7: sulfato de amônio, 0,5%, com micronutrientes, biodiesel, 
1,0%; T8: ureia, 1,0%, com micronutrientes, biodiesel, 1,0%; T9: sulfato de amônio, 0,5%, sem micronutrientes, 
óleo de soja, 2,0%; T10: ureia, 1,0%, sem micronutrientes, óleo de soja, 2,0%; T11: sulfato de amônio, 0,5%, 
com micronutrientes, óleo de soja, 1,0%; T12: ureia, 1,0%, com micronutrientes, óleo de soja, 1,0%; T13: ureia, 
0,5%, sem micronutrientes, biodiesel, 1,0%; T14: sulfato de amônio, 1,0%, sem micronutrientes, biodiesel, 
1,0%; T15: ureia, 0,5%, com micronutrientes, biodiesel, 2,0%; T16: sulfato de amônio, 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 tensão superficial 
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no decorrer do tempo de fermentação, indicando produção de compostos tensoativos no meio 

de cultivo, sendo que o tratamento que apresentou menor tensão superficial após 5 d de 

cultivo foi o T4, onde a tensão 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 concentração de biomassa foi o T6, 8,52 mg/mL, 

após 5 d de fermentação. 

Na fermentação com Bacillus pumilus na maioria dos tratamentos também houve 

redução da tensão superficial no decorrer do tempo (Figura 8), no entanto a diminuição não 

foi acentuada. O tratamento que apresentou a menor tensão superficial foi o T10, de 30,29 

mN/m. Em todos os tratamentos houve aumento da concentração de biomassa, sendo que o 

tratamento com maior aumento foi T1 (5,48 mg/mL) (Figura 9). Observa-se ainda grande 

variação nos valores de tensão superficial no tempo inicial, isso se deve as diferentes 

composições do meio de cultivo. 

As relações entre as tensões superficiais, inicial e final (RTS) e as concentrações de 

biomassa final e inicial (RCB) estão apresentadas na Tabela 5. Quanto maior for o fator, 

maior a redução da tensão superficial e maior o crescimento microbiano, indicando maior 

produção de biossurfactantes. 

O maior valor obtido de RTS para fermentação com Bacillus methylotrophicus (1,43) 

foi para o T4, já na fermentação com Bacillus pumilus o maior valor obtido (1,28) foi para o 

T10. Para a concentração de biomassa, os maiores valores obtidos de RCB para fermentação 

com Bacillus methylotrophicus foram para o T6 (2,29) e T1 (2,28). Quanto à fermentação 

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 – Relação entre a tensão superficial inicial e final e entre a concentração de biomassa 

final e inicial para Bacillus methylotrophicus e Bacillus pumilus. 

Tratamento Bacillus methylotrophicus Bacillus pumilus 
RTS RCB RTS RCB 

T1 1,23±0,002 2,28±0,01 1,03±0,005 5,21±0,17 
T2 1,38±0,003 0,93±0,03 0,99±0,000 2,63±0,01 
T3 1,23±0,002 0,77±0,02 1,03±0,005 1,91±0,09 
T4 1,43±0,005 1,58±0,02 0,93±0,007 2,07±0,01 
T5 1,08±0,001 1,03±0,01 1,02±0,001 1,91±0,02 
T6 0,93±0,001 2,29±0,00 0,84±0,001 2,59±0,17 
T7 1,02±0,002 1,18±0,02 0,88±0,000 1,43±0,13 
T8 0,97±0,000 1,07±0,00 0,83±0,002 1,89±0,14 
T9 1,38±0,014 1,41±0,03 1,17±0,007 1,47±0,00 
T10 1,16±0,019 1,56±0,02 1,28±0,013 1,62±0,03 
T11 1,39±0,010 0,73±0,01 1,03±0,008 1,16±0,12 
T12 1,22±0,003 1,56±0,09 1,04±0,011 1,89±0,01 
T13 1,22±0,011 1,40±0,20 1,00±0,016 1,55±0,06 
T14 1,30±0,002 0,58±0,03 0,85±0,003 1,53±0,09 
T15 1,23±0,022 0,56±0,03 1,08±0,024 2,00±0,14 
T16 1,14±0,005 0,89±0,07 0,92±0,018 1,64±0,17 

* Resultados de média ± desvio padrão; RTS: Relação entre a tensão superficial inicial e final; RCB: Relação 
entre a biomassa final e inicial; 
 

Levando em consideração a redução da tensão superficial nos 16 tratamentos pode-se 

observar que o maior crescimento dos microrganismos não indicou maior redução da tensão 

superficial, pois os tratamentos em que se obteve maior redução da tensão superficial foram 

T4 e T10, para Bacillus methylotrophicus e Bacillus pumilus, respectivamente, não sendo 

estes os tratamentos com maior crescimento microbiano. 

Para melhor entendimento da influência das variáveis sobre a tensão superficial 

realizou-se análise de variância dos resultados através do módulo Experimental Design do 

Software Statistica 8.0, utilizando os valores referentes à relação da tensão superficial inicial e 

final. Para a concentração da biomassa não se realizou a análise de variância dos resultados 

por não ser esse o produto de interesse, mas sim a tensão superficial, sendo que este 

parâmetro foi analisado para verificar se haveria relação entre o crescimento microbiano e a 

redução da tensão superficial. 

A Tabela 6 apresenta os efeitos estimados das variáveis estudadas, (fonte de 

nitrogênio, concentração da fonte de nitrogênio, adição da solução de micronutrientes, tipo de 

indutor e concentração de indutor), sobre a tensão superficial, para fermentação com Bacillus 

methylotrophicus. As variáveis significativas (p<0,05) na redução da tensão superficial foram 

o tipo da fonte de nitrogênio e o tipo de indutor. A maior redução da tensão superficial foi 

observada para o nível +1 da variável tipo da fonte de nitrogênio, ou seja, o efeito principal 
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foi positivo, na presença de sulfato de amônio (Figura 10a). Já para a variável tipo de indutor, 

a maior redução da tensão superficial foi observada no nível -1, com efeito principal negativo, 

na presença de óleo de soja (Figura 10b). 

 
Tabela 6 – Efeitos estimados das variáveis para Bacillus methylotrophicus, para fermentação 

submersa com soro de leite. 

Fonte de Variação  Efeitos Estimados p (nível de significância) 
Média 1,2069 0,0000 
Blocos 0,0970 0,0004 

(1) Tipo da Fonte de Nitrogênio 0,1172 0,0000 
(2) Conc. da Fonte de Nitrogênio -0,0304 0,2363 

(3) Adição Solução de Micronutrientes -0,0033 0,8963 
(4) Tipo de Indutor -0,1916 0,0000 

(5) Concentração de Indutor -0,0169 0,5068 
 

Figura 10 – Efeito do tipo da fonte de nitrogênio (a) e do tipo de indutor (b) na redução da 

tensão superficial para a produção de biossurfactantes com Bacillus methylotrophicus, a partir 

de soro de leite. 

  
U: Uréia; SA: Sulfato de Amônio; OS: Óleo de Soja; B: Biodiesel; 

 

A Tabela 7 apresenta os efeitos estimados das variáveis estudadas, (fonte de 

nitrogênio, concentração da fonte de nitrogênio, adição da solução de micronutrientes, tipo de 

indutor e concentração de indutor) sobre a tensão superficial, para fermentação com Bacillus 

pumilus. Todas as variáveis foram significativas para a redução da tensão superficial. Para as 

variáveis: tipo da fonte de nitrogênio (Figura 11a), concentração da fonte de nitrogênio 

(Figura 11b), adição da solução de micronutrientes (Figura 11c) e tipo de indutor (Figura 

11d), a maior redução da tensão superficial ocorreu no nível -1, ou seja, os melhores 

resultados foram obtidos quando utilizada com a ureia como fonte de nitrogênio, na 
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concentração de 0,5%, sem a adição da solução de micronutrientes e com óleo de soja como 

indutor. Já para a variável concentração de indutor no nível +1, o efeito principal foi positivo, 

isto é na concentração de 1% (Figura 11e). 

 
Tabela 7 – Efeitos estimados das variáveis para fermentação com Bacillus pumilus, para 

fermentação submersa com soro de leite. 

Fonte de Variação  Efeitos Estimados p (nível de significância) 
Média 0,9942 0,0000 
Blocos 0,1042 0,0000 

(1) Tipo da Fonte de Nitrogênio -0,0457 0,0085 
(2) Conc. da Fonte de Nitrogênio -0,0724 0,0001 

(3) Adição Solução de Micronutrientes -0,0554 0,0018 
(4) Tipo de Indutor -0,1362 0,0000 

(5) Concentração de Indutor 0,0775 0,0000 
 

Figura 11 - Efeito da fonte de nitrogênio (a), da concentração da fonte de nitrogênio (b), da 

adição da solução de micronutrientes (c), do tipo de indutor (d) e da concentração de indutor 

(e) na redução da tensão superficial para a produção de biossurfactantes com Bacillus 

pumilus, a partir de soro de leite.  

U: Uréia; SA: Sulfato de Amônio;  
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 OS: Óleo de Soja; B: Biodiesel; 
 

 

4.3.2 Experimentos utilizando permeado da ultrafiltração do soro de leite como 

componente do meio de cultivo 

 

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

e concentração de biomassa das fermentações com permeado da ultrafiltração 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 tensão superficial obtida nos meios livres de células durante a 

fermentação submersa, para a produção de biossurfactantes com Bacillus methylotrophicus, a 

partir de permeado da ultrafiltração de soro de leite. 

 
T1: ureia, 0,5%, sem micronutrientes, óleo de soja, 1,0%; T2: sulfato de amônio, 1,0%, sem micronutrientes, 
óleo de soja, 1,0%; T3: ureia, 0,5%, com micronutrientes, óleo de soja, 2,0%; T4: sulfato de amônio, 1,0%, com 
micronutrientes, óleo de soja, 2,0%; T5: sulfato de amônio, 0,5%, sem micronutrientes, biodiesel, 2,0%; T6: 
ureia, 1,0%, sem micronutrientes, biodiesel, 2,0%; T7: sulfato de amônio, 0,5%, com micronutrientes, biodiesel, 
1,0%; T8: ureia, 1,0%, com micronutrientes, biodiesel, 1,0%; T9: sulfato de amônio, 0,5%, sem micronutrientes, 
óleo de soja, 2,0%; T10: ureia, 1,0%, sem micronutrientes, óleo de soja, 2,0%; T11: sulfato de amônio, 0,5%, 
com micronutrientes, óleo de soja, 1,0%; T12: ureia, 1,0%, com micronutrientes, óleo de soja, 1,0%; T13: ureia, 
0,5%, sem micronutrientes, biodiesel, 1,0%; T14: sulfato de amônio, 1,0%, sem micronutrientes, biodiesel, 
1,0%; T15: ureia, 0,5%, com micronutrientes, biodiesel, 2,0%; T16: sulfato de amônio, 1,0%, com 
micronutrientes, biodiesel, 2,0%. 
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Figura 13 – Concentração de biomassa obtida durante a fermentação submersa, para a 

produção de biossurfactantes com Bacillus methylotrophicus, a partir de permeado da 

ultrafiltração de soro de leite. 

 
T1: ureia, 0,5%, sem micronutrientes, óleo de soja, 1,0%; T2: sulfato de amônio, 1,0%, sem micronutrientes, 
óleo de soja, 1,0%; T3: ureia, 0,5%, com micronutrientes, óleo de soja, 2,0%; T4: sulfato de amônio, 1,0%, com 
micronutrientes, óleo de soja, 2,0%; T5: sulfato de amônio, 0,5%, sem micronutrientes, biodiesel, 2,0%; T6: 
ureia, 1,0%, sem micronutrientes, biodiesel, 2,0%; T7: sulfato de amônio, 0,5%, com micronutrientes, biodiesel, 
1,0%; T8: ureia, 1,0%, com micronutrientes, biodiesel, 1,0%; T9: sulfato de amônio, 0,5%, sem micronutrientes, 
óleo de soja, 2,0%; T10: ureia, 1,0%, sem micronutrientes, óleo de soja, 2,0%; T11: sulfato de amônio, 0,5%, 
com micronutrientes, óleo de soja, 1,0%; T12: ureia, 1,0%, com micronutrientes, óleo de soja, 1,0%; T13: ureia, 
0,5%, sem micronutrientes, biodiesel, 1,0%; T14: sulfato de amônio, 1,0%, sem micronutrientes, biodiesel, 
1,0%; T15: ureia, 0,5%, com micronutrientes, biodiesel, 2,0%; T16: sulfato de amônio, 1,0%, com 
micronutrientes, biodiesel, 2,0%. 
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Figura 14 – Medidas de tensão superficial obtida nos meios livres de células durante a 

fermentação submersa, para a produção de biossurfactantes com Bacillus pumilus, a partir de 

permeado da ultrafiltração de soro de leite. 

 
T1: ureia, 0,5%, sem micronutrientes, óleo de soja, 1,0%; T2: sulfato de amônio, 1,0%, sem micronutrientes, 
óleo de soja, 1,0%; T3: ureia, 0,5%, com micronutrientes, óleo de soja, 2,0%; T4: sulfato de amônio, 1,0%, com 
micronutrientes, óleo de soja, 2,0%; T5: sulfato de amônio, 0,5%, sem micronutrientes, biodiesel, 2,0%; T6: 
ureia, 1,0%, sem micronutrientes, biodiesel, 2,0%; T7: sulfato de amônio, 0,5%, com micronutrientes, biodiesel, 
1,0%; T8: ureia, 1,0%, com micronutrientes, biodiesel, 1,0%; T9: sulfato de amônio, 0,5%, sem micronutrientes, 
óleo de soja, 2,0%; T10: ureia, 1,0%, sem micronutrientes, óleo de soja, 2,0%; T11: sulfato de amônio, 0,5%, 
com micronutrientes, óleo de soja, 1,0%; T12: ureia, 1,0%, com micronutrientes, óleo de soja, 1,0%; T13: ureia, 
0,5%, sem micronutrientes, biodiesel, 1,0%; T14: sulfato de amônio, 1,0%, sem micronutrientes, biodiesel, 
1,0%; T15: ureia, 0,5%, com micronutrientes, biodiesel, 2,0%; T16: sulfato de amônio, 1,0%, com 
micronutrientes, biodiesel, 2,0%. 
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Figura 15 – Concentração de biomassa obtida durante a fermentação submersa, para a 

produção de biossurfactantes com Bacillus pumilus, a partir de permeado da ultrafiltração de 

soro de leite. 

 
T1: ureia, 0,5%, sem micronutrientes, óleo de soja, 1,0%; T2: sulfato de amônio, 1,0%, sem micronutrientes, 
óleo de soja, 1,0%; T3: ureia, 0,5%, com micronutrientes, óleo de soja, 2,0%; T4: sulfato de amônio, 1,0%, com 
micronutrientes, óleo de soja, 2,0%; T5: sulfato de amônio, 0,5%, sem micronutrientes, biodiesel, 2,0%; T6: 
ureia, 1,0%, sem micronutrientes, biodiesel, 2,0%; T7: sulfato de amônio, 0,5%, com micronutrientes, biodiesel, 
1,0%; T8: ureia, 1,0%, com micronutrientes, biodiesel, 1,0%; T9: sulfato de amônio, 0,5%, sem micronutrientes, 
óleo de soja, 2,0%; T10: ureia, 1,0%, sem micronutrientes, óleo de soja, 2,0%; T11: sulfato de amônio, 0,5%, 
com micronutrientes, óleo de soja, 1,0%; T12: ureia, 1,0%, com micronutrientes, óleo de soja, 1,0%; T13: ureia, 
0,5%, sem micronutrientes, biodiesel, 1,0%; T14: sulfato de amônio, 1,0%, sem micronutrientes, biodiesel, 
1,0%; T15: ureia, 0,5%, com micronutrientes, biodiesel, 2,0%; T16: sulfato de amônio, 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 diminuição da tensão superficial no tempo 2 d (Figura 12), no 

entanto com o avanço do período de fermentação houve aumento, sendo que nos tratamentos 

em que houve diminuição, a mesma é considerada pequena, o que indica a pequena produção 

de compostos tensoativos no meio de cultivo. O tratamento que apresentou a menor redução 

da tensão superficial em 5 d de cultivo foi o T2, onde a tensão superficial obtida foi de 35,07 

mN/m. Quanto a concentração de biomassa no decorrer do tempo de fermentação, todos os 

tratamentos tiveram aumento (Figura 13), indicando que houve crescimento microbiano, 

sendo que o tratamento em que se obteve a maior concentração foi o T4, onde a concentração 

de biomassa obtida foi 7,13 mg/mL. 

Para a fermentação com Bacillus pumilus, na maior parte dos tratamentos houve 

redução da tensão superficial no decorrer do tempo, sendo que o tratamento que apresentou a 

menor tensão superficial foi T4, onde a tensão superficial obtida foi de 26,02 mN/m (Figura 

14), considerada baixa (DUBEY et al, 2012), o que indica a produção de biossurfactantes no 

meio de cultivo. Com relação a concentração de biomassa, todos os tratamentos tiveram 

aumento no decorrer do tempo de fermentação, exceto o T13, indicando que houve o 

crescimento microbiano. O maior valor foi para o T4, onde a concentração de 9,37 mg/mL 

(Figura 15). 

As relações entre as tensões superficiais inicial e final (RTS) e concentração de 

biomassa final e inicial estão apresentado na Tabela 8. O maior valor obtido de RTS para 

fermentação com Bacillus methylotrophicus (1,24) foi para o T2, já na fermentação com 

Bacillus pumilus, o maior valor obtido (1,58) foi para o T4, sendo estes os tratamentos onde 

houve maior redução da tensão superficial. Para a relação da concentração da biomassa para 

os dois microrganismos, o maior valor obtido de RCB durante a fermentação 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 – Relação entre a tensão superficial inicial e final e entre a concentração de biomassa 

final e inicial para Bacillus methylotrophicus e Bacillus pumilus. 

Tratamentos Bacillus methylotrophicus Bacillus pumilus 
RTS  RCB RTS  RCB 

T1 0,99±0,001 5,06±0,14 1,10±0,018 6,66±1,10 
T2 1,24±0,009 7,57±0,61 1,02±0,004 9,35±0,21 
T3 1,11±0,024 6,30±0,28 1,29±0,011 4,20±0,09 
T4 1,03±0,006 10,24±0,03 1,58±0,012 11,83±0,12 
T5 1,01±0,011 5,12±0,09 1,19±0,011 4,67±0,24 
T6 1,16±0,011 4,13±0,16 1,15±0,003 2,26±0,06 
T7 0,94±0,006 8,34±0,09 1,09±0,007 3,96±0,06 
T8 0,91±0,005 3,26±0,15 1,03±0,001 2,46±0,20 
T9 0,98±0,004 4,20±0,25 1,01±0,015 4,34±0,06 

T10 0,97±0,005 5,43±0,13 1,01±0,003 2,95±0,19 
T11 1,13±0,008 6,76±0,18 1,20±0,011 1,49±0,04 
T12 1,13±0,018 3,01±0,22 1,14±0,043 1,86±0,01 
T13 0,96±0,009 2,92±0,19 1,04±0,024 0,95±0,05 
T14 0,93±0,008 4,01±0,09 1,00±0,007 2,04±0,01 
T15 0,98±0,002 2,33±0,07 0,96±0,002 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 padrão; RTS: Relação entre a tensão superficial inicial e final; RCB: Relação 
entre a biomassa final e inicial; 
 

Levando em consideração a redução da tensão superficial nos 16 tratamentos pode-se 

observar que para Bacillus methylotrophicus o maior crescimento dos microrganismos não 

indicou maior redução da tensão superficial, pois o tratamento em que se obteve maior 

redução da tensão foi o T2. No entanto, para Bacillus pumilus, o tratamento em que se obteve 

maior redução da tensão superficial é o mesmo em que houve maior crescimento microbiano, 

podendo ambos estarem interligados. 

Para melhor entendimento da influência das variáveis sobre a tensão superficial 

realizou-se análise de variância dos resultados através do módulo Experimental Design do 

Software Statistica 8.0, utilizando os valores referentes à relação da tensão superficial inicial e 

final. Para a concentração de biomassa não se realizou a análise de variância dos resultados 

por não ser esse o produto de interesse, mas sim a tensão superficial, sendo que este 

parâmetro foi analisado para verificar se haveria relação entre o crescimento microbiano e a 

redução da tensão superficial. 

A Tabela 9 apresenta os efeitos estimados das variáveis estudadas, (fonte de 

nitrogênio, concentração da fonte de nitrogênio, adição da solução de micronutrientes, tipo de 

indutor e concentração de indutor), sobre a tensão superficial, para fermentação com Bacillus 

methylotrophicus. A única variável significativa para a redução da tensão superficial foi tipo 
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de indutor, sendo que a maior redução da tensão superficial ocorreu no nível -1, com efeito 

principal negativo, na presença de óleo de soja (Figura 16).  

 
Tabela 9 – Efeitos estimados das variáveis para Bacillus methylotrophicus, para fermentação 

submersa com permeado da ultrafiltração de soro de leite.  

Fonte de Variação  Efeitos Estimados p (nível de significância) 
Média 1,0258 0,0000 
Blocos -0,0467 0,0651 

(1) Tipo da Fonte de Nitrogênio -0,0039 0,8738 
(2) Conc. da Fonte de Nitrogênio 0,0274 0,2723 

(3) Adição Solução de Micronutrientes -0,0095 0,7032 
(4) Tipo de Indutor -0,0913 0,0006 

(5) Concentração de Indutor -0,0081 0,7457 
 

Figura 16 – Efeito do tipo de indutor na redução da tensão superficial para a produção de 

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

de leite. 

 
OS: Óleo de Soja; B: Biodiesel 

 
A Tabela 10 apresenta os efeitos estimados das variáveis estudadas, (fonte de 

nitrogênio, concentração da fonte de nitrogênio, adição da solução de micronutrientes, tipo de 

indutor e concentração de indutor), sobre a tensão superficial, para fermentação com Bacillus 

pumilus. As variáveis significativas sobre a redução da tensão superficial foram adição da 

solução de micronutrientes e o tipo de indutor, sendo que a maior redução da tensão 

superficial ocorreu no nível +1, com efeito principal positivo, para a variável adição da 

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

variável tipo de indutor (Figura 17b), na presença de óleo de soja. 
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Tabela 10 – Efeitos estimados das variáveis para Bacillus pumilus, para fermentação com 

permeado da ultrafiltração de soro de leite. 

Fonte de Variação  Efeitos Estimados p (nível de significância) 
Média 1,1096 0,0000 
Blocos -0,1455 0,0001 

(1) Tipo da Fonte de Nitrogênio 0,0376 0,2689 
(2) Conc. da Fonte de Nitrogênio -0,0007 0,9838 

(3) Adição Solução de Micronutrientes 0,0906 0,0100 
(4) Tipo de Indutor -0,1187 0,0010 

(5) Concentração de Indutor 0,0652 0,0590 
 

Figura 17 – Efeito da adição da solução de micronutrientes (a) e do tipo de indutor (b) na 

redução da tensão superficial para a produção de biossurfactantes com Bacillus pumilus, a 

partir do permeado de ultrafiltração de soro de leite. 

 OS: Óleo de Soja; B: Biodiesel 
 

4.3.3 Repetição dos experimentos nas condições de ensaio com melhores resultados de 

redução de tensão superficial 

 
Além das variáveis significativas citadas anteriormente, para a fermentação submersa 

com soro de leite, independente do microrganismo utilizado, blocagem também apresentou 

influência significativa (p<0,05). O mesmo ocorreu na fermentação utilizando o permeado da 

ultrafiltração de soro de leite com Bacillus pumilus. No entanto, a blocagem foi necessária 

porque não havia como realizar todos os ensaios de uma única vez, o que pode ter dificultado 

a avaliação dos efeitos das variáveis sobre a tensão superficial.  

Em função disso, os experimentos com maior redução da tensão superficial foram 

replicados, a fim de confirmar os resultados obtidos durante a execução do planejamento. 

Sendo que para ambos os resíduos, soro de leite e permeado da ultrafiltração de soro de leite, 
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o tratamento que teve destaque com relação à redução da tensão superficial do meio, foi o 

tratamento 4 (T4), o qual foi realizado com adição de sulfato de amônio, na concentração de 

1,0%, com micronutrientes e como indutor óleo de soja, na concentração de 2,0%, sendo que 

para soro de leite realizou-se a fermentação submersa com Bacillus methylotrophicus e para o 

permeado da ultrafiltração de soro de leite com Bacillus pumilus. Os experimentos foram 

realizados por 5 dias em duplicata. 

A Figura 18 apresenta a redução da tensão superficial (a) e a concentração de 

biomassa (b) ao longo da fermentação para os experimentos replicados que apresentaram os 

melhores resultados do planejamento. 

 

Figura 18 – Variação da tensão superficial (a) e da concentração de biomassa (b) no decorrer 

dos 5 d de fermentação, para o tratamento 4 (T4)*. 

(a) (b) 
Condições de ensaio: *adição de sulfato de amônio, concentração de 1,0%, com micronutrientes e óleo de soja 
na concentração de 2,0%, com soro de leite para Bacillus methylotrophicus e permeado da ultrafiltração de soro 
de leite para Bactéria B. 
 

Para Bacillus methylotrophicus pode-se observar que após 1 d de fermentação a tensão 

superficial tem uma queda acentuada, diminuindo aos poucos no decorrer dos demais dias de 

fermentação. Já para Bacillus pumilus, no início ocorre um pequeno aumento da tensão 

superficial, o que pode ser devido à utilização dos componentes do meio por parte dos 

microrganismos, após isso, ocorre o início da redução da tensão superficial (Figura 18a). Para 

ambos os microrganismos a tensão mínima obtida foi de em torno de 27 mN/m, muito 

próxima 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 é um dos requerimentos desejáveis para microrganismos de uso 

industrial (SCHMIDELL et al., 2001). 
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Os microrganismos apresentaram comportamentos diferenciados também em relação 

ao crescimento (Figura 18b), no entanto ao final dos 5 d de fermentação, as concentrações de 

biomassa atingidas foram semelhantes (13,85 mg/mL e 13,36 mg/mL, respectivamente, para 

Bacillus methylotrophicus e Bacillus pumilus). 

Para verificação da relação entre a redução da tensão superficial com o crescimento 

microbiano plotou-se as duas variáveis no mesmo gráfico, como pode ser observado na Figura 

19 para as bactérias Bacillus methylotrophicus e Bacillus pumilus. 

Figura 19 – Relação entre a tensão superficial e a concentração de biomassa para Bacillus 

methylotrophicus (a) e Bacillus pumilus (b). 

(a) (b) 
 

Através da Figura 19 pode-se observar que a maior redução da tensão superficial 

ocorreu com o maior crescimento microbiano, isso está de acordo com o afirmado por Pinto et 

al., (2009) que afirma que a maioria dos biossurfactantes são liberados no meio de cultura na 

fase exponencial ou na fase estacionária do crescimento. Além das análises diárias de tensão 

superficial e concentração de biomassa realizaram-se no tempo 0 d e 5 d as análises 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 os microrganismos. 

(a) (b) 
 

Através da Figura 20 pode-se observar que para ambos os microrganismos houve 

aumento da AE O/A e A/O após 5 d de fermentação. O aumento da atividade emulsificante se 

deve a presença de biossurfactantes no meio fermentado (DUBEY et al, 2012).  

Com relação à 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 fermentação. Para a AE A/O 

verifica-se que houve maior atividade quando foi realizada a fermentação com Bacillus 

methylotrophicus, aumento de 0,15 UE. 

Para a fermentação com Bacillus methylotrophicus no qual o resíduo da fermentação 

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 proteínas do soro são conhecidas por suas características 

funcionais, principalmente pelas propriedades emulsificantes. 

As bactérias mais estudadas para a produção de biossurfactantes em fermentação 

submersa são Pseudomonas e Bacillus (MULLIGAN, 2009), sendo que a seguir seguem 

alguns estudos referentes a produção deste biocomposto com resíduos semelhantes aos 

utilizados neste estudo. 

Dubey e Juwarkar (2001) realizaram o cultivo da estirpe Pseudomonas aeruginosa 

BS2, com soro de leite objetivando a produção de biossurfactantes. Em 48 h de incubação, o 

rendimento de biotensoativo obtido foi de 0,92 g/L, sendo que a produção máxima ocorreu 

após a ocorrência de condições de limitação de nitrogênio. O biossurfactante produzido 

possuía as propriedades tensoativas fortes, uma vez que reduziu eficazmente a tensão 

superficial da água de 72 mN/m para 27 mN/m. Em nosso trabalho o valor mínimo de tensão 

superficial obtido foi muito próximo ao do trabalho citado (27,51 mN/m), o que pode ser 
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devido ao detrimento de nitrogênio ao final do processo fermentativo longo (5 dias). 

Verificou-se ainda que o soro de leite foi um dos melhores substratos para a produção de 

biotensoativo porque não foi necessária nenhuma suplementação adicional de qualquer tipo de 

nutriente nestes resíduos, devido ao soro de leite é uma fonte rica de minerais como o cálcio, 

fósforo, potássio, sódio, cobre e ferro. E também uma boa fonte de vitaminas do complexo B, 

riboflavina e ácido pantotênico (NICKERSON, 1974). Resultados semelhantes foram obtidos 

em meio sintético de glicose o que indicou que com a utilização do resíduo não houve atraso 

no início da produção de biossurfactante, e os componentes nutricionais foram utilizados de 

forma eficiente para o crescimento da biomassa e a produção de biossurfactante. 

Com relação ao consumo de nitrogênio, houve maior consumo no soro de leite, devido 

a presença de proteínas e aminoácidos facilmente utilizáveis pela Pseudomonas, o que 

resultou em maior crescimento microbiano e maior redução da tensão superficial (DUBEY; 

JUWAKAR, 2011). Os principais ácidos presentes no soro de leite, ácido acético e ácido 

lático, foram consumidos, deixando a sacarose e lactose sem serem utilizadas. A bactéria 

Pseudomonas aeruginosa utiliza diferentes tipos de ácidos tais como acetato, propioniato, 

butirato e lactato e não fermenta açúcares tais como lactose e sacarose (Manual de 

Bacteriologia Sistemática de Bergey, 1984). Por isso, os estudos mostraram que a 

multiplicação de células e produção do biossurfactante foi apenas à custa dos ácidos totais, e 

fosfato e nitrogênio, compostos que estavam presentes em abundância 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 análises de tensão 

superficial, concentração micelar crítica e índice de emulsificação, em condições 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 produção de 

biotensioativo pela bactéria P. aeruginosa, sendo que isto ficou evidente, pois houve a 

redução da tensão superficial do soro de leite fermentado da gama de 56 mN/m para 27 

mN/m, indicando a produção de biotensioativo eficaz. A tensão superficial obtida em nosso 

estudo (27,51 mN/m) foi muito próxima a relatada na bibliografia, o que é um indicativo da 

produção de biossurfactantes. 

De acordo com a literatura, a bactéria P. aeruginosa é o microrganismo mais 

amplamente estudado para a produção de biossurfactantes, sendo que a maioria dos 

biossurfactantes produzidos por este microrganismo têm demonstrado a capacidade de 

redução de tensão superficial para cerca de 28 mN/m - 27 mN/m (GAUTAM; TYAGI, 2006; 

BORDOLOI; KONWAR, 2007; SILVA et al., 2010; SHAVANDI et al., 2011.). 



69 
 

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 relação à produção de biossurfactante. 

A tensão superficial foi usada como padrão preliminar para avaliar o potencial de as bactérias 

produzirem biossurfactantes. A fermentação foi realizada em meio mineral suplementado com 

2,0% de substrato de baixo custo (resíduos de fritura de óleo de canola, resíduos de soro de 

leite, resíduos de fritura de óleo de soja, água de maceração de milho). A fermentação com 

soro de leite como substrato não obteve redução eficaz da tensão superficial, sendo que a 

menor tensão obtida foi de 45,59 mN/m para a bactéria P. fluorescens. Nosso estudo obteve 

maior redução da tensão superficial ao obtido na referida pesquisa, a diferença do resultado 

pode ser devido ao microrganismo não ser o mesmo e o meio não estar suplementado. 

Devido a Pseudomonas aeruginosa ter dificuldade na assimilação da lactose, Koch e 

colaboradores (1988), desenvolveram uma estirpe de P. aeruginosa para utilizar soro de leite 

para a produção de ramnolipídios, com um gene da Escherichia coli. As bactérias cresceram 

bem em meio à base de lactose, embora com taxas iniciais reduzidas em comparação com o 

crescimento no meio à base de glicose. Os biossurfactantes foram produzidos durante a fase 

estacionária de crescimento em meio mínimo à base de soro de leite, demonstrando que os 

residuos podem ser eficazmente utilizados para importantes processos biotecnológicos.  

Joshi et al. (2008), estudaram a produção de biossurfactantes por Bacillus 

licheniformis K51, Bacillus subtilis 20B, Bacillus subtilis R1e estirpe de Bacillus HS3 usando 

melaço ou soro de leite como uma única fonte de nutrição. Os isolados foram capazes de 

crescer e produzir biossurfactante sob agitação, bem como condições estáticas. Com soro de 

leite como substrato ocorreu a redução da tensão superficial para 34 mN/m - 37 mN/m, para 

os isolados K51, R1 e 20B. No entanto, o isolado HS3 não conseguiu reduzir a tensão 

superficial para este nível, quando cultivado em condições semelhantes. Os valores de tensão 

superficial obtidos na referida pesquisa foram superiores aos observados em nosso estudo na 

realização da fermentação submersa com soro de leite e permeado da ultrafiltração de soro de 

leite. 

Como pode ser verificado, em nosso estudo, para o soro de leite o microrganismo que 

obteve maior redução da tensão superficial foi a bactéria Bacillus methylotrophicus, já para o 

permeado da ultrafiltração de soro de leite o microrganismo que se destacou foi a bactéria 

Bacillus pumilus, isso pode ser devido às diferenças metabólicas entre os microrganismos. 

De acordo com Henckel (2012) a composição ideal dos resíduos/subprodutos para o 

crescimento e produção de biossurfactantes é dependente das diferentes exigências 
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metabólicas dos diferentes microrganismos. Para a produção máxima de biossurfactantes o 

meio para fermentação deve ter concentrações ótimas de carbono, nitrogênio, fósforo e ferro, 

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

 

4.3.4 Produção de biossurfactantes para o ensaio de biorremediação e identificação do 

biossurfactante produzido 

 

Para a execução do ensaio de biorremediação realizou-se a produção de 

biossurfactante com Bacillus methylotrophicus e com soro de leite como resíduo, nas 

condições onde houve a maior redução da tensão superficial (sulfato de amônio - 1,0%, com 

micronutrientes e óleo de soja - 2,0%). Para a obtenção da quantidade necessária de 

biossurfactantes (3,84 g) foi necessário realizar 3 bateladas de produção. Realizou-se ainda 

mais uma batelada de produção de biossurfactantes para encaminhar para a identificação. 

Após cada batelada de produção, juntou-se o meio fermentado de todos os 

erlenmeyers e realizou-se a análise de tensão superficial (Tabela 11).  

 

Tabela 11 – Análise da medida de tensão superficial das bateladas para o ensaio de 

biorremediação. 

Batelada Tensão Superficial (mN/m) 

1 – Biorremediação 31,00±0,20 

2 – Biorremediação 30,17±0,38 

3 – Biorremediação 29,43±0,45 

4 – Identificação 30,13±0,42 

 

Pode se verificar que houve pouca variação da tensão superficial ao longo das diversas 

produções, 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 fermentação, já que a tensão superficial no tempo inicial, era de 43 mN/m. 

Com relação à identificação dos biossurfactantes produzidos a massa molecular de 

lipopeptídios foi obtida utilizando MALDI-MS (matrix-assisted laser desorption/ionization - 

mass spectrometry). O perfil de lipopeptídios é caracterizado pelos íons com valores de m/z 

1044, 1058 e 1074, que são identificados principalmente como moléculas de surfactinas e 

fengicinas protonadas e na forma de adutos de sódio e potássio (Figura 21), as quais 

representam as famílias 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 detecção dos íons que caracterização as isoformas de lipopeptídios. 

 
 

Na Figura 21, têm-se os espectros de MALDI-MS com expansão na região de m/z 

1000 a 1140, mostrando a caracterização da estrutura química do biossurfactante produzidos 

pela bactéria. Os íons de m/z 1044, 1058 e 1074 são íons de moléculas homologas do 

biossurfactante identificado como surfactina (TORRES et. al., 2015). 

Considerando a sequência típica de aminoácidos da estrutura da surfactina, têm-se 

Glu-Leu-Leu-Val-Asp-Leu-Leu conectadas por ligações peptídicas entre a porção ácido 

carboxilico (-COOH) da Leu7 e a porção amino (-NH2) da Glu1 (Pathak et al., 2014) (Figura 

22).  

 

Figura 22 - Esquema da estrutura primaria de uma surfactina.  

 
Adaptada de Pathak et al., 2014. 

 

Com base na sequência de aminoácidos da surfactina (Figura 22), voltando para os 

espectros de massas (Figura 23) onde se observam os íons de m/z 1044 e 1074, estes íons 

correspondem à série homologa de carbonos 14 e 16 e sequencia de aminoácidos [Val4 -Asp5 

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

 
Figura 23: Espectro de MALDI-MS com ampliação da região 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 íons caracterizados para cada amostra analisada.  

 

Tabela 12 – Resumo dos íons caracterizados. 

Amostra m/z Biossurfactante Referência 

Bacillus 

methylotrophicus 

1030 Surfactina (C13) 

Pathak et al., 2014 1044 Surfactina (C14) 

1058 e1074 Surfactina (C15) 

 

A surfactina é produzida por várias cepas de Bacillus (COSTA, 2005). O primeiro 

relato sobre a produção de surfactina ocorreu em 1968 (ARIMA et al., 1968), com a 

apresentação de um novo composto biologicamente ativo presente no meio de cultivo de 

Bacillus, o qual exibiu excelente atividade surfactante.  

A estrutura química da surfactina foi posteriormente elucidada por Kakinuma et al. 

(1969), como sendo a de um peptídeo cíclico de sete aminoácidos ligados a uma cadeia de 

ácido graxo -hidróxi, sendo que esta cadeia pode variar de 13 a 15 átomos de carbono, 

permitindo a existência de diferentes compostos homólogos e isômeros (LANG, 2002).  

A surfactina é conhecida por ter excepcional atividade superficial, podendo reduzir a 

tensão superficial da água (20 °C) de 72 para 27 mN/m (LANG, 2002; WEI et al., 2002), além 

de reduzir a tensão interfacial do sistema água/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 (GUDIÑA et al., 2012; LIU et al. 2015). Além de propriedades surfactantes poderosas, 

a surfactina exibe uma excelente estabilidade em variações de pH, temperatura e força iônica 

e apresenta atividade hemolítica (DESAI; BANAT, 1997). 

Quando é comparada a outros biossurfactantes e a alguns surfactantes sintéticos, como 

dodecilsulfato de sódio (SDS) e brometo de trimetil amônio (BTA), possui maior capacidade 

de reduzir a tensão superficial e interfacial e apresenta menores valores de concentração 

micelar crítica (CMC) (KIM et al., 1997). 
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4.4 Ensaio de biorremediação 

 
A Figura 24 apresenta a liberação de CO2 durante o tempo do ensaio de 

biorremediação. 

 
Figura 24 – Liberação de CO2 ao longo dos 90 dias de experimento. 

 
 

Através da Figura 24 pode-se observar que nos primeiros 12 dias de ensaio houve 

pouca atividade respiratória, isso se deve provavelmente a ocorrência de uma fase de 

adaptação dos microrganismos ao tipo e a concentração do contaminante. Posteriormente 

houve maior liberação de CO2, indicando aumento da população microbiana, o que ocorreu 

devido a utilização das fontes de nutrientes presentes. Os maiores incrementos na liberação de 

CO2 ocorreram durante os primeiros 47 dias de experimento. 

Para melhor entendimento da influência da variável sobre a liberação de CO2 realizou-

se análise de variância dos resultados através do módulo ANOVA do Software Statistica 8.0, 

utilizando os valores referentes à liberação de CO2 nos 90 d. A Tabela 13 apresenta a análise 

de variância dos dados de liberação de CO2 nos 90 d de ensaio em função da variável, técnica 

de biorremediação. 
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Tabela 13 – Análise de variância dos dados de liberação de CO2. 

Fonte de Variação 
Soma dos 

Quadrados 

Graus de 

Liberdade 

Quadrado 

Médio 
F P 

Técnica de 

Biorremediação 

47881330 4 11970332 13834,8 ≤ 0,001 

Erro 4326 5 865   

 

A Tabela 13 demonstrou que a variável técnica de biorremediação, teve efeito 

significativo sobre a liberação de CO2 (p<0,05). A Figura 25 apresenta a interação e 

comparação das médias da liberação de CO2 em função da técnica de biorremediação, com as 

letras referentes ao teste de Tukey. 

 
Figura 25 – Liberação de CO2 total em função da técnica de biorremediação. 

 
OBS: Letras iguais na mesma coluna indicam que não houve diferença estatística ao 
nível de 95% de confiança. 

 

Os tratamentos com a adição de biossurfactantes demonstraram um maior valor 

acumulado de C-CO2 se comparado com os demais tratamentos, este efeito provavelmente se 

deve a ação dos biossurfactantes, os quais mesmo em baixas concentrações agiram como 

emulsificantes, deixando o contaminante mais disponível para os microrganismos, resultando 

em maior crescimento microbiano e acréscimo na liberação de CO2. 
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A adição de biossurfactante na concentração de 0,5% obteve o valor acumulado de 

6.474,41 mg C-CO2/ kg de solo, sendo superior ao valor obtido com a concentração de 1,0% 

de biossurfactante (6.399,02 mg C-CO2/ kg de solo), seguido do tratamento com a inserção de 

0,1% (5.962,17 mg C-CO2/ kg de solo). No entanto, através do teste de Tukey verificou-se 

que a adição de biossurfactante nas concentrações de 1,0% e 0,5% não apresentaram 

diferenças estatisticamente significativas (p>0,05), diferindo das demais técnicas. 

No tratamento com atenuação natural foi possível verificar que apenas a população 

microbiana foi capaz de se adaptar ao meio contaminado e apresentar taxas de respiração 

microbiana, sendo o valor acumulado de 5.307,63 mg C-CO2/ kg de solo. Já o experimento 

controle caracterizou-se por ser o tratamento com menor liberação de CO2 (664,51 mg C-

CO2/kg de solo), isso se deve a não se ter adicionado o contaminante e o biossurfactante, não 

havendo estímulo ao crescimento dos microrganismos presentes, sendo realizado com a 

intenção de verificar qual seria o CO2 liberado no solo em condições normais. Houve 

diferença significativa (p<0,05) entre os resultados de liberação de CO2 para os tratamentos 

de atenuação natural, controle e adição de 0,1% de biossurfactante.  

Decesaro (2013) realizou um estudo, no qual o objetivo foi avaliar a capacidade de 

biorremediação de solo contaminado com compostos oleosos, utilizando a técnica de 

bioestimulação. Neste estudo, o solo foi contaminado com 4% de óleo diesel ou biodiesel e 

bioestimulado com ficocianina, biomassa inativa da S. platensis ou com sulfato de amônio. O 

sulfato de amônio e a biomassa inativa foram utilizados na proporção de 1,5% em relação à 

massa de solo e a ficocianina na porcentagem de 0,5%. A porcentagem do sulfato de amônio a 

ser adicionada foi calculada através da relação C:N:P:K, a partir do C presente no 

contaminante, para se alcançar a relação ótima. A liberação de CO2 nos ensaios contaminados 

com biodiesel e adicionados do bioestimulante sulfato de amônio, foi de 9.212,3 mg C-

CO2/kg solo, já nos ensaios contaminados com óleo diesel a liberação de CO2 foi de 4.7333,0 

mg C-CO2/kg solo. Em nosso estudo os valores de CO2 liberado para o contaminante 

biodiesel foram inferiores, no entanto com a adição das concentrações de biossurfactantes a 

relação ótima C:N:P:K não foi atendida, da mesma maneira acredita-se que o biocomposto 

agiu como biossurfactante. 

De acordo com Burghoff (2012), os biossurfactantes aumentam as áreas da superfície 

dos compostos insolúveis que conduzem a um aumento da mobilidade e biodisponibilidade 

dos compostos, além disso, a interação com a superfície da célula aumenta a hidrofobicidade 

da superfície, permitindo que substratos hidrofóbicos possam se associar mais facilmente com 

células microbianas, como consequência, melhoram a biodegradação e remoção dos 
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compostos oleosos (NIEVAS et al., 2008; HAZRA et al., 2012), presentes no solo 

contaminado. 

A quantificação do CO2 liberado é uma das formas de avaliar a atividade metabólica 

microbiana nos solos em condições aeróbicas. A técnica provê importante informação acerca 

da biodegradação de compostos orgânicos, pois é indicativa do grau de mineralização dos 

contaminantes presentes no substrato (HOREL; SCHIEWER, 2009), e, portanto, da completa 

degradação dos mesmos. No entanto, a quantidade de contaminante degradado pode ser 

subestimada, caso parte da matéria orgânica degradada seja utilizada na produção de 

biomassa, ou superestimada, se o CO2 produzido provir da degradação de uma fonte de 

carbono disponível no solo que não o contaminante (HOREL; SCHIEWER, 2009). Então para 

fornecer maior acurácia aos dados, a biodegradação do biodiesel foi também avaliada através 

da análise de óleos e graxas – método 3050B, USEPA. 

 

4.4.1 Remoção do contaminante 

 

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

 
Figura 26 – Remoção do contaminante em 90 d de experimento. 

 
 

Através da Figura 26 é possível observar que para os tratamentos com solo não estéril, 

as maiores taxas de remoção do contaminante ocorreram nos primeiros 30 dias de 
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experimento, e isso se deve a maior fase de crescimento dos microrganismos e como 

consequência maior remoção. Observa-se ainda que nos tratamentos com a inserção do 

biossurfactante ocorreu maior remoção do contaminante se comparados ao experimento com a 

atenuação natural. 

Nos tratamentos com solo estéril, a remoção do contaminante pode ser devido à 

retenção na matriz do solo, pois não havia possibilidade de degradação microbiana. Nota-se 

que no tempo inicial, já se observam valores de em torno 10% de remoção. De acordo com 

Cecchin et al. (2016) o processo mais acelerado de sorção do contaminante no solo ocorre no 

período de 0 a 15 dias, reduzindo sua taxa no período final do experimento. Associa-se este 

resultado ao fato de que as interações mais rápidas entre a superfície mineral e o composto 

existente no meio se dão em reações de superfície. Os processos de sorção subsequentes 

acabam sendo associados à migração do contaminante para as saliências microscópicas 

existentes na partícula mineral, resultando em uma redução complementar do contaminante 

em um tempo posterior. 

Segundo Weissenfels et al (1992), podem ser observados dois tipos de cinética de 

adsorção dos contaminantes orgânicos no solo. O processo inicial de sorção é classificado 

como rápido, ocorrendo nos primeiros dias de contato solo/contaminante, refletindo os efeitos 

de acelerada interação entre o composto hidrofóbico e as áreas externas e de fácil acesso das 

partículas orgânicas e minerais do solo. Após esta etapa, tem-se um processo dito “lento”, no 

qual ocorre a migração dos contaminantes orgânicos para áreas menos acessíveis na matriz do 

solo (áreas internas). 

Desta maneira, conforme aumenta o tempo de contato solo/contaminante, gera um 

maior período para a migração destes compostos para áreas menos acessíveis do solo, sendo 

encerrado este processo até a saturação completa dos sítios ativos presentes nas partículas. 

Assim, tem-se que os compostos que migraram para tais compartimentos acabam tornando-se 

a fração não passível de degradação na contaminação de solos (REID et al, 2000). Devido a 

isso no tempo inicial do nosso experimento houve a retenção 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 máximo de remoção de em torno de 20% em 

todos os experimentos em que o solo se encontrava estéril. 

Para uma melhor interpretação dos resultados e interação da variáveis, realizou-se 

análise de variância dos resultados através do módulo ANOVA do Software Statistica 8.0, 

utilizando os valores referentes à remoção do contaminante nos 90 dias. A Tabela 14 

apresenta a análise de variância dos dados de remoção do contaminante em função das 
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variáveis, técnica de biorremediação (adição de biossurfactante e atenuação natural) e solo 

(estéril e não estéril). 

 
Tabela 14 – Análise de variância dos dados de remoção do contaminante em função das 

variáveis. 

Fonte de Variação 
Soma dos 

Quadrados 

Graus de 

Liberdade 

Quadrado 

Médio 
F P 

Técnica de 

Biorremediação 
170,88 3 56,96 318,6 ≤ 0,001 

Esterilização 3961,46 1 3961,46 22156,5 ≤ 0,001 

Técnica de 

Biorremediação X 

Esterilização 

168,23 3 56,08 313,6 ≤ 0,001 

Erro 1,43 8 0,18   

 

Na Tabela 14 verifica-se que as variáveis, técnica de biorremediação e esterilização 

apresentaram valores de p<0,05, logo estas demonstraram um efeito significativo sobre a 

remoção do contaminante.  

A Figura 27 apresenta os efeitos gráficos da interação e comparação das médias da 

remoção do contaminante em função da técnica de biorremediação, com as letras referentes 

ao teste de Tukey. 

 

Figura 27 – Remoção de biodiesel em solo esterilizado e não esterilizado. 

 
OBS: Letras iguais na mesma coluna indicam que não houve 
diferença estatística ao nível de 95% de confiança. 
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A remoção do contaminante para o tratamento com a adição de 0,5% de 

biossurfactante foi de 57,25%, não diferindo estatisticamente do valor de remoção do 

tratamento com 1,0% de biossurfactante (56,75%), diferenciado do tratamento com 0,1% de 

biossurfactante, com remoção de 53,23% e do tratamento com a técnica de atenuação natural, 

41,17% de remoção. 

Se compararmos os valores obtidos nos tratamentos com a adição de biossurfactante 

nas concentrações de 1,0% e 0,5%, com a técnica de atenuação natural nota-se que houve um 

acréscimo de 39% de remoção, isto demonstra que o biocomposto influenciou nas taxas de 

remoção do biodiesel, mesmo a concentração do biossurfactante estando abaixo da 

concentração para a relação ideal de C:N:P. De acordo com Cheng e Mulla (1999), a relação 

recomendada para biorremediação de solo é C:N:P de 100:10:1, desse modo acredita-se que o 

composto adicionado ao solo agiu como um biossurfactante. 

Com relação aos tratamentos com o solo estéril, percebe-se que em todos os 

tratamentos a remoção do contaminante ficou em torno de 20%, não havendo diferença 

significativa, indicando que o percentual de biossurfactante não influenciou, na ausência dos 

microrganismos. Esse percentual de remoção ocorre devido à adesão do contaminante na 

matriz do solo, não sendo possível a remoção pelos métodos e solventes utilizados.  

Caso o objetivo do estudo fosse a bioestimulação em condições nutricionais ótimas 

teríamos que adicionar o composto em concentrações mais elevadas, e isso poderia nos 

reportar ao problema demonstrado por Cecchin et al. (2016) onde ele verificou que a 

bioestimulação com adição de nutrientes, visando acelerar os processos de biodegradação de 

compostos orgânicos tóxicos acaba ocasionando menor interação entre o solo e o 

contaminante. Deste modo, quando utilizado a técnica de bioestimulação in situ com 

nitrogênio, fósforo e potássio, proporciona-se uma maior lixiviação do contaminante, a qual 

varia de acordo com a umidade do solo, ampliando a pluma de contaminação apresentando 

uma falsa impressão de redução do composto orgânico no solo, potencializando os efeitos 

nocivos da contaminação. Desse modo a inserção do biossurfactante deve ser estudada para 

aplicação in situ. 

No presente estudo o biossurfactante no solo agiu de duas formas principais, 

aumentando a disponibilidade do contaminante para os microrganismos, e aumentando a 

hidrofobicidade da superfície, permitindo que o contaminante hidrofóbico se associasse mais 

facilmente com as células bacterianas, o que também foi verificado por Pacwa-Plociniczak et 

al. (2011), fazendo com que houvesse maior biorremediação do solo, pois segundo Harms e 

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

geram uma inibição nas taxas de degradação dos contaminantes. 
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5 CONCLUSÕES 
 

Após a execução do planejamento experimental com a realização da fermentação 

submersa com soro de leite e permeado da ultrafiltração de soro de leite para as bactérias 

Bacillus methylotrophicus e Bacillus pumilus, verificou-se que houve uma significativa 

redução da tensão superficial dos meios, indicando que ocorreu produção de biossurfactantes. 

A maior redução da tensão superficial para fermentação com ambos os resíduos, soro 

de leite e permeado da ultrafiltração de soro de leite, foi com o tratamento suplementado com 

sulfato de amônio, na concentração de 1,0%, com micronutrientes e com óleo de soja como 

indutor, na concentração de 2,0% (T4), sendo que com soro de leite a fermentação submersa 

com Bacillus methylotrophicus obteve o valor de tensão superficial de 27,51 mN/m e o 

permeado da ultrafiltração 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 

repetição do T4 obteve-se resultados muito próximos aos alcançados na execução do 

planejamento, confirmando a redução da tensão superficial. 

Para a biorremediação utilizou-se o biossurfactante, produzido pela bactéria Bacillus 

methylotrophicus, caracterizado como surfactina, o qual foi eficiente e apresentou potencial 

de uso em processos de biorremediação de solos contaminados, pois elevou em torno 40% a 

remoção de biodiesel, sendo que 20% deste valor consiste em adsorção do contaminante ao 

solo, sem influência da presença ou não de biossurfactantes nos processos físico-químicos. 
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