RESSALVA

Atendendo solicitacao do(a) autor(a), o texto

completo sera disponibilizado somente a
partir de 25/08/2018.



a UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
oy “JULIO DE MESQUITA FILHO”

u n eS p - INSTITUTO DE BIOCIENCIAS - RIO

CLARO

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS
(MICROBIOLOGIA APLICADA)

PRODUGCAO DE BIOSSURFACTANTE A PARTIR DE GLICEROL PARA APLICACAO
DURANTE A BIODEGRADACAO DE MISTURAS BIODIESEL/DIESEL EM SOLO

JAQUELINE MATOS CRUZ

Tese apresentada ao Instituto de
Biociéncias do Campus de Rio
Claro, Universidade Estadual
Paulista, como parte dos requisitos
para obtencdo do titulo de Doutor
em Ciéncias Biolégicas
(Microbiologia Aplicada).

Maio - 2017



PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTE A PARTIR DE GLICEROL PARA
APLICACAO DURANTE A BIODEGRADACAO DE MISTURAS
BIODIESEL/DIESEL EM SOLO

JAQUELINE MATOS CRUZ

Orientador: Prof. Dr. Ederio Dino Bidoia

Tese apresentada ao Instituto de Biociéncias do
Campus de Rio Claro, Universidade Estadual
Paulista, como parte dos requisitos para obtencdo do
titulo de Doutor em Ciéncias Bioldgicas

(Microbiologia Aplicada).

Rio Claro - SP
Maio 2017



620.1122 Cruz, Jaqueline Matos
C957p Producéo de biossurfactante a partir de glicerol para
aplicacdo durante a biodegradacdo de misturas
biodiesel/diesel em solo / Jaqueline Matos Cruz. - Rio Claro,
2017
145 f. 1 il., figs., gréfs., tabs.

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista,
Instituto de Biociéncias de Rio Claro
Orientador: Ederio Dino Bidoia

1. Biodegradacéo. 2. Bacillus subtilis. 3. Respirometria. 4.
Biocombustivel. 5. Microbiologia. 6. DGGE. I. Titulo.

Ficha Catalogréafica elaborada pela STATI - Biblioteca da UNESP
Campus de Rio Claro/SP




A UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

unesp

CERTIFICADO DE APROVACAO

TITULO DA TESE: PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTE A PARTIR DE GLICEROL PARA
APLICACAO DURANTE A BIODEGRADACAO DE MISTURAS
BIODIESEL/DIESEL EM SOLO

AUTORA: JAQUELINE MATOS CRUZ
ORIENTADOR: EDERIO DINO BIDOIA

Aprovada como parte das exigéncias para obtencdo do Titulo de Doutora em CIENCIAS
BIOLOGICAS (MICROBIOLOGIA APLICADA), pela Comissao Examinadora:

Prof. Dr. EDERIO DINO BIDOIA
Departamento de Bioguimica e Microbiologia / IB Rio Claro

Profa. Dra. MARIA APARECIDA MARIN MORALES
Departamento de Bifpgia / IB Rio Claro

/W
Prof. Dr. VANILDO LUIZ DEL BIANCHI

Departamento de Engenharia e Tecnologia de Alimentos / Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas de
Sao Jose do Rio Preto

[{(}M VoTordo du \fmﬁii%
Profa. Dra. SUZAN PANTAROTO DE VASCONCELLOS
Instituto de Ciéncias Ambientais, Quimicas e Farmacéuticas / UNIFESP

Rio Claro, 25 de agosto de 2017

Instituto de Biociéncias - CAmpus de Rio Claro -
Av. 24-A na. 1515, 13506900, Rio Claro - Sdo Paulo
CNPJ: 48.031.918/0018-72.



AGRADECIMENTOS

Tenho muitas pessoas a agradecer, pessoas que passaram por minha vida nesses 4 anos de
doutorado, no qual eu finalizo com um amadurecimento pessoal e cientifico gragas as pessoas
citadas nesses agradecimentos.

Em primeiro, agradeco a Deus pela minha vida, pela minha sadde, por permitir concluir mais
um ciclo em minha vida.

Agradeco aos meus queridos pais, Regina e José Antbnio, que me ddo tanto carinho, apoio e
suporte para enfrentar a vida sempre olhando pelo lado positivo das situagdes.

Agradeco ao Prof. Dr. Ederio Dino Bidoia pela confianga desde os meus primeiros trabalhos
no laboratorio multidisciplinar em 2010, numa caminhada da iniciacdo cientifica até o
doutorado.

Agradeco a Prof. Dr. Brid Quilty, da Dublin City University, pela oportunidade de estagio que
propiciaram executar algumas analises em seu laboratério e agradeco também ao Cian Hughes
pela ajuda na operacéo e analise de RMN.

Agradeco a minha amiga Thayse Marques Passos pela acolhida em Dublin, por tornar a minha
temporada em Dublin em um mundo de lembrangas inesqueciveis.

Agradeco aos meus amigos de trabalho e de vida, Erica Janaina (Xena), Gabriela Mercuri
(Gaby), Rubens (Rub&o), Marina Turini (Marina), Renato Nallin (Bill) Guilherme Dillari (Gui),
Vinicius (Vini) e a outros tantos amigos que ja passaram pelo Lab. Multi e acompanharam um
pouco dessa caminhada, com certeza eu aprendi muito com vocés durante esses 4 anos.
Agradeco a Lorena Tigre Lacerda, pela amizade e pela imprescindivel ajuda com algumas
andlises ao Prof. Dr. André Rodrigues por disponibilizar o uso do laboratério, utilizando de
toda a estrutura que o laboratério dispde.

Agradeco ao Prof. Dr. Marcio Lambais e Prof. Dr. Fernando D. Andreote da USP-ESALQ pelo
pronto atendimento em todas as vezes que foram solicitados.

Agradeco a Nadia Corroqué e a Prof. Aparecida Marin Morales por colaborar por inimeras
vezes e abrir as portas de seu laboratério sempre que solicitada.

Agradeco aos técnicos Roberto (Beto) e ao Adriano e a todos os alunos da pos-graduacéo do
departamento que de alguma forma estiveram presentes compartilhando experiéncias.
Agradeco a FAPESP (processo 2013/13813-0) pela bolsa de doutorado que foi imprescindivel
para a realizacdo dessa pesquisa.

Para todas as pessoas citadas aqui meu muito obrigada!



RESUMO

A biodegradacdo de compostos persistentes no ambiente € de extrema importancia para a
qualidade ambiental. Os micro-organismos do solo participam deste processo por um longo
periodo, no qual a substancia recalcitrante sofre diversas transformacdes quimicas, até a
completa mineralizacdo do composto. O 6leo diesel e grande parte dos derivados do petroleo
séo conhecidos pela dificil biodegradacdo e contaminacdo ambiental. Desde o ano de 2005 o
biodiesel vem sendo misturado ao 6leo diesel comercial em concentragdes que aumentam
gradativamente, com proposta de chegar ao ano de 2019 com 10 % de biodiesel adicionado ao
6leo diesel comercializado em todo territério nacional. O aumento da producdo de biodiesel
tem como co-produto a geracdo de glicerol. Considerando o aumento deste co-produto, este
trabalho prop6s a utilizacao do glicerol, para producéo de biossurfactante por Bacillus subtilis.
Além disso, o estudo visou a aplicacdo deste biossurfactante bruto produzido para facilitar a
biodegradacdo de misturas diesel/biodiesel pelos micro-organismos presentes naturalmente no
solo. A comunidade microbiana do solo contaminado foi avaliada por método dependente
(contagem de UFC) e independente de cultivo (DGGE). Para a producéo de biossurfactante foi
utilizado diferentes concentracdes de glicerol como unica fonte de carbono em meio mineral
Bushnell Haas. O biossurfactante foi utilizado em solucdo para medir as propriedades
tensoativas. Para responder as perguntas levantadas nesse estudo sobre a biodegradacdo de
misturas diesel/biodiesel, utilizamos técnicas de respirometria, para quantificar a evolucéo de
CO:2 no solo; plagueamento do solo; analise da comunidade bacteriana por PCR e separacao de
bandas de DNA por eletroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE). As misturas de
diesel/biodiesel aceleraram a produgdo de CO: nos primeiros dias de biodegradacéo. A
comunidade microbiana aumentou ao final de 122 dias de biodegradacdo, mas a fitotoxicidade
do solo contaminado manteve-se em altos niveis, principalmente para o solo contaminado com
biodiesel. O biodiesel foi biodegradado em moléculas de pentano e metanol. Provavelmente, o
metanol foi responsavel pelo fitotoxicidade e pela sele¢cdo dos micro-organismos do solo. A
adicdo de biossurfactante a 5 % néo foi capaz de acelerar a producdo de CO2 em amostras de
solo contaminadas com misturas diesel/biodiesel. No entanto, a aumento da concentracdo de
biossurfactante para 8 % foi capaz de acelerar a producdo de CO. em relacdo as amostras sem
adicdo de biossurfactante. A contaminagdo do solo com misturas diesel/biodiesel provocou

mudangas no perfil da comunidade bacteriana, em relacdo ao solo sem contaminagéo. O



biossurfactante também foi um fator que contribuiu para essa mudanca do perfil da comunidade
bacteriana no solo.

Palavras-chave: Bacillus subtilis, respirometria, biocombustivel, microbiologia, DGGE



ABSTRACT

The biodegradation process of recalcitrant compounds in the environment is important for
environmental quality. The soil microorganisms are responsible for this process, which the
recalcitrant substance undergoes several chemical transformations until the complete
mineralization of the substance. Diesel oil and many others petroleum derivatives are known
for the recalcitrance and environmental contamination. Since 2005, biodiesel has been mixed
with commercial diesel fuel in concentrations that will gradually increase until 2019. The
concentration at 10 % of biodiesel mixed in diesel oil will be marketed. The increase of
biodiesel production has the generation of glycerol as by-products. Considering the increase of
this by-product, this work proposed the use of glycerol, without any purification, for the
biosurfactant production by Bacillus subtilis. In addition, the study aimed to apply this crude
biosurfactant produced to improve the biodegradation of diesel/biodiesel blends. The microbial
community from contaminated soil was evaluated by cultivation-dependent and independent
methods. We used different concentrations of glycerol as the only carbon source in Bushnell
Haas mineral medium for biosurfactant production. The biosurfactant was used in solution to
measure the surface tension and the emulsifying properties. The biodegradation of
diesel/biodiesel blends was analyzed using respirometric method to quantify the CO> produced
by micro-organisms. The microbial community was analyzed by counting of colony forming
units (CFU). Also, the profile of the bacterial community was evaluated by PCR and separation
of DNA bands by DGGE gel. Diesel/biodiesel blends accelerated CO- production in the early
period of biodegradation. The microbial community increased at the end of 122 days of
biodegradation. However, the phytotoxicity of contaminated soil remained at high levels,
especially in the contaminated soil with biodiesel. The biodiesel was broken in pentane and
methanol molecules during biodegradation. The methanol was probably responsible for the
phytotoxicity and the impact on microbial growth. The biosurfactant at 5 % was not able to
accelerate COz production in the samples contaminated with diesel/biodiesel blends. However,
the increase of the biosurfactant concentration to 8 % could accelerate the CO> production in
relation to soil without addition of biosurfactant (B10 and B7). The contaminated soil with
diesel/biodiesel blends caused changes in the bacterial community profile in relation to the soil
without contamination. The addition of biosurfactant was also another factor that contributed
to this change in the bacterial community profile in the soil.

Keywords: Bacillus subtilis, respirometry, biofuel, microbiology, DGGE
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CAPITULO 1

PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTE POR Bacillus subtilis A PARTIR DE GLICEROL,
CO-PRODUTO DA PRODUCAO DE BIODIESEL

1 Introducéo

A bactéria Bacillus subtilis produz uma substancia chamada surfactina capaz de reduzir
a tensdo superficial, formar e estabilizar emulsdes dentre outras propriedades. A surfactina é
um lipopeptideo ciclico que contém uma cadeia de acidos graxos ligados covalentemente a uma
sequéncia de sete aminoacidos dispostos em uma estrutura fechada. A surfactina se apresenta
como uma mistura de isoformas que pode se diferenciar pelo comprimento e ramificagdo da
cadeia de acidos graxos ou substituicdes nos residuos de aminoacidos da cadeia peptidica
(KOWALL et al., 1998). Essas variacGes dependem das linhagens de B. subtilis e das condi¢des
ambientais e nutricionais as quais €sses micro-organismos Sao expostos.

Os biossurfactantes ganharam atencdo devido a baixa toxicidade, biodegradabilidade,
capacidade de serem produzidos em substratos renovaveis e estabilidade em condicGes
extremas de pH, temperatura e salinidade (NITSCHKE e PASTORE, 2005). No entanto, 0s
biossurfactantes ainda ndo sdo economicamente competitivos com os sintéticos, pois
apresentam altos custos que inviabilizam sua comercializagdo e producdo em larga escala.
Assim, o estudo de matérias-primas de baixo custo, otimizagdo dos processos fermentativos,
reducdo dos custos de recuperacao do produto e manipulacdo genética de linhagens produtoras
tém sido avaliadas visando aumentar a competicdo dos biossurfactantes aos surfactantes
sintéticos (SEKHON et al., 2011; ABUSHADY et al., 2005).

Os residuos agroindustriais sdo matérias-primas encontradas em grandes quantidades e
baixo custo. Dentre esses residuos, podemos citar as tortas geradas a partir da extragdo de 6leos
de sementes oleaginosas, soro de leite, melaco, efluente gerado na producéo de azeite de oliva
e efluente provindo do processamento de mandioca e batata (NOAH et al., 2002; NITSCHKE
e PASTORE, 2005; THAVASI et al., 2011; ACCORSINI et al., 2012).



Capitulo 1 19

A estratégia de se utilizar residuo agroindustrial para produzir biossurfactantes poderia
auxiliar na reducdo dos custos de producdo e beneficiar a industria que gera o residuo, ja que
reduziria o custo de disposicdo adequada do residuo. Diante do aumento da demanda da
producdo de biodiesel, o glicerol tem se destacado como uma matéria-prima de grande

disponibilidade para producéo de biomoléculas de interesse industrial.
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CAPITULO 2

APLICACAO DO BIOSSURFACTANTE PRODUZIDO DURANTE A BIODEGRADAGAO
DE MISTURAS DE DIESEL/BIODIESEL NO SOLO

1 Introducéo

O solo possui grande quantidade de micro-organismos com potencialidades bioquimicas
diversas. Tais potencialidades podem beneficiar a biodegradacdo de misturas complexas como
derivados de petrdleo. As comunidades microbianas presentes naturalmente no solo podem
atuar em conjunto para transformar substancias mais complexas e recalcitrantes em substancias
menos toxicas ou sem nenhuma toxicidade (MEGHARAJ et al., 2011; ADAMS et al., 2015;
BEZZA et al., 2015).

O emprego de tecnologias de biorremedia¢do em ambientes contaminados por derivados
de petroleo deve considerar fatores como: aclimatacdo dos micro-organismos do local,
suplementacdo de nitrogénio e fésforo; tamanho de indculo; disponibilidade de dgua; aeracao;
pH; temperatura; estrutura quimica dos compostos, entre outros. Todos esses fatores sdo
fundamentais na efetividade do processo de biorremediacdo (LAHEL et al., 2016; GUARINO
etal., 2017).

O petroleo e seus derivados percolam no solo, podendo atingir o lengol freatico. A
natureza fisico-quimica do solo e o tamanho de suas particulas influenciam diretamente nesta
percolacdo e na degradacdo do poluente. FracOes de argila e silte-argila sdo mais susceptiveis a
formacdo de complexos com hidrocarbonetos policiclicos arométicos que as fragdes de areia.
O teor de matéria organica no solo também afeta o0 comportamento de hidrocarbonetos no solo,
uma vez que apresenta elevada afinidade com estes contaminantes (TOTH, 2009).

Devido a complexidade e variedade da composi¢do quimica dos derivados do petroleo, a
biodegradacdo destes compostos pode torna-los mais toxicos. A busca por combustiveis de

origem renovaveis e menos toxicos, os chamados combustiveis “ecofriendly”, é cada vez mais
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urgente. Desta forma, o biodiesel surge como uma alternativa aos combustiveis de origem
petroquimica.

O artigo 1° da Lei n° 13.033 estabeleceu em novembro de 2014 que o 6leo diesel
comercializado em todo territério nacional contenha percentual de 7 % de biodiesel. A mesma
Lei prevé o aumento gradativo do percentual até valores de 27,5 %, com o passar dos anos,
desde que comprovada a eficacia técnica do combustivel. Para chegar a tal percentual, vem
sendo praticada a adicdo progressiva do biodiesel no dleo diesel, o que podera elevar para

10 % o percentual de biodiesel no éleo diesel nos proximos anos (BRASIL, 2016).
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CAPITULO 3

BIODEGRADACAO DE MISTURAS DE DIESEL/BIODIESEL NO SOLO COM ADICAO DE
BIOSSURFACTANTE EM DIFERENTES CONCENTRACOES

1 Introducéao

A contaminacdo ambiental por derivados do petréleo pode impactar o ambiente de forma
severa e persistente. A persisténcia e a fonte ndo-renovavel de derivados do petréleo fizeram
com que a busca por fontes alternativas de combustiveis fosse intensificada e alvo atual de
discussdes (FISHER et al., 2008). Neste contexto, surgem os biocombustiveis, moléculas
capazes de reduzir a dependéncia mundial em combustiveis de origem fdssil. Embora 0s
biocombustiveis sejam uma realidade nos dias de hoje, o consumo dessas substancias, na
maioria das vezes, € feito em combinacdo com combustiveis derivados de petr6leo, como por
exemplo o alcool misturado a gasolina e o biodiesel misturado ao 6leo diesel (BRASIL, 2014).
Sendo assim, grande parte das misturas ainda sdo de combustiveis de origem do petrdleo. Essa
mistura de combustiveis de origens diferentes pode alterar completamente 0 modo de
biodegradacdo dessas substancias no ambiente (SORIANO et al., 2015; SORENSEN et al.,
2011).

No contexto de biodegradacdo de combustiveis fosseis, os biossurfactantes apresentam
propriedades, tais como reducdo da tensdo superficial e poder de emulsificacdo, que permite
que essas substancias atuem ativamente na disponibilidade dos contaminantes organicos para
0S micro-organismos, durante processo de biodegradacdo (BEZZA et al., 2015; LAWNICZAK
et al., 2013). No entanto, o sucesso do processo de biodegradacéo de qualquer substancia ou
molécula esta inteiramente relacionado ao potencial dos micro-organismos em metaboliza-las.
O processo de biodegradacdo de compostos complexos, como os combustiveis fdsseis e
compostos intermediarios produzidos durante o processo de biodegradacdo, exige uma
comunidade microbiana com ampla capacidade enzimatica para utilizar diferentes substancias
(YERGEAU et al., 2012).
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CAPITULO 4

COMUNIDADE BACTERIANA DO SOLO CONTAMINADO COM MISTURAS
DIESEL/BIODIESEL APOS BIODEGRADACAO

1 Introducéo

As atividades antropogénicas resultam em diversas fontes de contaminagdes que podem
afetar a estrutura e a diversidade da comunidade microbiana do solo. De modo geral,
contaminantes como o 6leo diesel (derivados do petréleo) sdo conhecidos pela toxicidade para
muitos grupos de micro-organismos. Por outro lado, determinados grupos de micro-organismos
sdo capazes de metabolizar os hidrocarbonetos, o que garante a biodegradacdo dessas
substancias no meio ambiente (SUTTON et al., 2013).

Durante muito tempo, os métodos dependentes de cultivo era a ferramenta utilizada para
isolar e estudar linhagens microbianas com alto poder de biodegradagdo do contaminante alvo
(GHAZALI et al., 2004). No entanto, esse método néo retratava toda a comunidade envolvida
na biodegradacdo dos contaminantes, devido a presenca de micro-organismos que ndo sao
passiveis de isolamento em meio de cultivo ou pelos padrdes de crescimento desconhecidos de
alguns micro-organismos. Embora o método dependente de cultivo tenha proporcionado um
grande conhecimento acerca dos processos de biodegradacdo, atualmente os métodos
independentes de cultivo, chamado também metagendmica, possibilitou o conhecimento de
uma parcela de micro-organismos ainda desconhecidos, além de revelar as relagdes ecoldgicas
dos micro-organismos em torno do processo de biodegradacdo no meio ambiente (STEFANI et
al., 2015)

A microbiota do solo é extremamente diversa e a metagendmica tem apenas esclarecido
que a diversidade genémica armazenada no solo € muito maior do que conhecemos. Assim, 0
desafio da metagenémica é captar, de forma fidedigna, toda a heterogeneidade do ambiente e a

dindmica das comunidades microbianas ao longo do tempo e espaco (DANIEL, 2005).
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Conclusao Geral

- O glicerol, co-produto da producédo do biodiesel, foi uma boa fonte de carbono para a
producdo de biossurfactante até concentracdo de 5 %.

- O glicerol néo foi eficaz como co-substrato para auxiliar na biodegradacéo de misturas
diesel/biodiesel.

- A adicéo de porcentagens de biodiesel até 10 %, como comercializada atualmente no
Brasil, ndo apresentou grande diferenca na quantidade de CO, acumulado entre as misturas e 0
diesel, ou seja, a atividade microbiana ao final de 4 meses foi similar a atividade do solo
contaminado com Aleo diesel.

- A adicdo de biossurfactante até concentracdes de 10 % mudou o perfil da comunidade
bacteriana do solo, mas ndo aumentou a atividade dos micro-organismos do solo, em termos de
produgéo de CO2 acumulado.

-As concentracdes de 5 %, 8 % e 10 % de biossurfactante ndo causaram grande aumento
na atividade microbiana do solo contaminado com as misturas diesel/biodiesel.

- Os solos contaminados com as misturas diesel/biodiesel, diesel e também com o
biodiesel permaneceram com altos niveis de fitotoxicos ap6s 4 meses sob acdo dos micro-
organismos do solo.

- A biodegradacéo de biodiesel, além de provocar a acidificacdo do solo, formou metanol
como produto intermediario do processo de biodegradacdo, o que tornou o solo muito téxico
apos 4 meses sob acdo dos micro-organismos do solo. Este efeito toxico foi muito mais intenso
nos primeiros 60 dias de biodegradacao.

- O perfil da comunidade bacteriana do solo foi modificado devido a contaminacdo de

misturas diesel/biodiesel.





