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RESUMO 

 

A biodegradação de compostos persistentes no ambiente é de extrema importância para a 

qualidade ambiental. Os micro-organismos do solo participam deste processo por um longo 

período, no qual a substância recalcitrante sofre diversas transformações químicas, até a 

completa mineralização do composto. O óleo diesel e grande parte dos derivados do petróleo 

são conhecidos pela difícil biodegradação e contaminação ambiental. Desde o ano de 2005 o 

biodiesel vem sendo misturado ao óleo diesel comercial em concentrações que aumentam 

gradativamente, com proposta de chegar ao ano de 2019 com 10 % de biodiesel adicionado ao 

óleo diesel comercializado em todo território nacional. O aumento da produção de biodiesel 

tem como co-produto a geração de glicerol. Considerando o aumento deste co-produto, este 

trabalho propôs a utilização do glicerol, para produção de biossurfactante por Bacillus subtilis. 

Além disso, o estudo visou a aplicação deste biossurfactante bruto produzido para facilitar a 

biodegradação 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 produção de biossurfactante foi 

utilizado diferentes concentrações de glicerol como única fonte de carbono em meio mineral 

Bushnell Haas. O biossurfactante foi utilizado em solução para medir as propriedades 

tensoativas. Para responder às perguntas levantadas nesse estudo sobre a biodegradação de 

misturas diesel/biodiesel, utilizamos técnicas de respirometria, para quantificar a evolução de 

CO2 no solo; plaqueamento do solo; análise da comunidade bacteriana por PCR e separação de 

bandas de DNA por eletroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE). As misturas de 

diesel/biodiesel aceleraram a produção de CO2 nos primeiros dias de biodegradação. A 

comunidade microbiana aumentou ao final de 122 dias de biodegradação, mas a fitotoxicidade 

do solo contaminado manteve-se em altos níveis, principalmente para o solo contaminado com 

biodiesel. O biodiesel foi biodegradado em moléculas de pentano e metanol. Provavelmente, o 

metanol foi responsável pelo fitotoxicidade e pela seleção dos micro-organismos do solo. A 

adição de biossurfactante a 5 % não foi capaz de acelerar a produção de CO2 em amostras de 

solo contaminadas com misturas diesel/biodiesel. No entanto, a aumento da concentração de 

biossurfactante para 8 % foi capaz de acelerar a produção de CO2 em relação às amostras sem 

adição de biossurfactante. A contaminação do solo com misturas diesel/biodiesel provocou 

mudanças no perfil da comunidade bacteriana, em relação ao solo sem contaminação. O 



biossurfactante também foi um fator que contribuiu para essa mudança do perfil da comunidade 

bacteriana no solo. 

Palavras-chave: Bacillus subtilis, respirometria, biocombustível, 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 CO2 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 CO2 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 CO2 production in the samples contaminated with diesel/biodiesel blends. However, 

the increase of the biosurfactant concentration to 8 % could accelerate the CO2 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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PRODUÇÃO DE BIOSSURFACTANTE POR Bacillus subtilis A PARTIR DE GLICEROL, 

CO-PRODUTO DA PRODUÇÃO DE BIODIESEL 

 

 

1 Introdução 

 
 

A bactéria Bacillus subtilis produz uma substância chamada surfactina capaz de reduzir 

a tensão superficial, formar e estabilizar emulsões dentre outras propriedades. A surfactina é 

um lipopeptídeo cíclico que contêm uma cadeia de ácidos graxos ligados covalentemente a uma 

sequência de sete aminoácidos dispostos em uma estrutura fechada. A surfactina se apresenta 

como uma mistura de isoformas que pode se diferenciar pelo comprimento e ramificação da 

cadeia de ácidos graxos ou substituições nos resíduos de aminoácidos da cadeia peptídica 

(KOWALL et al., 1998). Essas variações dependem das linhagens de B. subtilis e das condições 

ambientais e nutricionais as quais esses micro-organismos são expostos. 

Os biossurfactantes ganharam atenção devido à baixa toxicidade, biodegradabilidade, 

capacidade de serem produzidos em substratos renováveis e estabilidade em condições 

extremas de pH, temperatura e salinidade (NITSCHKE e PASTORE, 2005). No entanto, os 

biossurfactantes ainda não são economicamente competitivos com os sintéticos, pois 

apresentam altos custos que inviabilizam sua comercialização e produção em larga escala. 

Assim, o estudo de matérias-primas de baixo custo, otimização dos processos fermentativos, 

redução dos custos de recuperação do produto e manipulação genética de linhagens produtoras 

têm sido avaliadas visando aumentar a competição dos biossurfactantes aos surfactantes 

sintéticos (SEKHON et al., 2011; ABUSHADY et al., 2005). 

Os resíduos agroindustriais são matérias-primas encontradas em grandes quantidades e 

baixo custo. Dentre esses resíduos, podemos citar as tortas geradas a partir da extração de óleos 

de sementes oleaginosas, soro de leite, melaço, efluente gerado na produção 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). 
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A estratégia de se utilizar resíduo agroindustrial para produzir biossurfactantes poderia 

auxiliar na redução dos custos de produção e beneficiar a indústria que gera o resíduo, já que 

reduziria o custo de disposição adequada do resíduo. Diante do aumento da demanda da 

produção de biodiesel, o glicerol tem se destacado como uma matéria-prima de grande 

disponibilidade para produção de biomoléculas de interesse industrial. 
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CAPÍTULO 2 
 

 

 
 

APLICAÇÃO DO BIOSSURFACTANTE PRODUZIDO DURANTE A BIODEGRADAÇÃO 

DE MISTURAS DE DIESEL/BIODIESEL NO SOLO 

 

 

1 Introdução 

 
 

O solo possui grande quantidade de micro-organismos com potencialidades bioquímicas 

diversas. Tais potencialidades podem beneficiar a biodegradação de misturas complexas como 

derivados de petróleo. As comunidades microbianas presentes naturalmente no solo podem 

atuar em conjunto para transformar substâncias mais complexas e recalcitrantes em substâncias 

menos tóxicas ou sem nenhuma toxicidade (MEGHARAJ et al., 2011; ADAMS et al., 2015; 

BEZZA et al., 2015). 

O emprego de tecnologias de biorremediação em ambientes contaminados por derivados 

de petróleo deve considerar fatores como: aclimatação dos micro-organismos do local; 

suplementação de nitrogênio e fósforo; tamanho de inóculo; disponibilidade de água; aeração; 

pH; temperatura; estrutura química dos compostos, entre outros. Todos esses fatores são 

fundamentais na efetividade do processo de biorremediação (LAHEL et al., 2016; GUARINO 

et al., 2017). 

O petróleo e seus derivados percolam no solo, podendo atingir o lençol freático. A 

natureza físico-química do solo e o tamanho de suas partículas influenciam diretamente nesta 

percolação e na degradação do poluente. Frações de argila e silte-argila são mais susceptíveis à 

formação de complexos com hidrocarbonetos policíclicos aromáticos que as frações de areia. 

O teor de matéria orgânica no solo também afeta o comportamento de hidrocarbonetos no solo, 

uma vez que apresenta elevada afinidade com estes contaminantes (TÓTH, 2009). 

Devido à complexidade e variedade da composição química dos derivados do petróleo, a 

biodegradação destes compostos pode torná-los mais tóxicos. A busca por combustíveis de 

origem renováveis e menos tóxicos, os chamados combustíveis “ecofriendly”, é cada vez mais 
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urgente. Desta forma, o biodiesel surge como uma alternativa aos combustíveis de origem 

petroquímica. 

O artigo 1° da Lei n° 13.033 estabeleceu em novembro de 2014 que o óleo diesel 

comercializado em todo território nacional contenha percentual de 7 % de biodiesel. A mesma 

Lei prevê o aumento gradativo do percentual até valores de 27,5 %, com o passar dos anos, 

desde que comprovada a eficácia técnica do combustível. Para chegar a tal percentual, vem 

sendo praticada a adição progressiva do biodiesel no óleo diesel, o que poderá elevar para 

10 % o percentual de biodiesel no óleo diesel nos próximos anos (BRASIL, 2016). 
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CAPÍTULO 3 
 

 

 
 

BIODEGRADAÇÃO DE MISTURAS DE DIESEL/BIODIESEL NO SOLO COM ADIÇÃO DE 

BIOSSURFACTANTE EM DIFERENTES CONCENTRAÇÕES 

 

 

1 Introdução 

 
 

A contaminação ambiental por derivados do petróleo pode impactar o ambiente de forma 

severa e persistente. A persistência e a fonte não-renovável de derivados do petróleo fizeram 

com que a busca por fontes alternativas de combustíveis fosse intensificada e alvo atual de 

discussões (FISHER et al., 2008). Neste contexto, surgem os biocombustíveis, moléculas 

capazes de reduzir a dependência mundial em combustíveis de origem fóssil. Embora os 

biocombustíveis sejam uma realidade nos dias de hoje, o consumo dessas substâncias, na 

maioria das vezes, é feito em combinação com combustíveis derivados de petróleo, como por 

exemplo o álcool misturado à gasolina e o biodiesel misturado ao óleo diesel (BRASIL, 2014). 

Sendo assim, grande parte das misturas ainda são de combustíveis de origem do petróleo. Essa 

mistura de combustíveis de origens diferentes pode alterar completamente o modo de 

biodegradação dessas substâncias no ambiente (SORIANO et al., 2015; SØRENSEN et al., 

2011). 

No contexto de biodegradação de combustíveis fósseis, os biossurfactantes apresentam 

propriedades, tais como redução da tensão superficial e poder de emulsificação, que permite 

que essas substâncias atuem ativamente na disponibilidade dos contaminantes orgânicos para 

os micro-organismos, durante processo de biodegradação (BEZZA et al., 2015; ŁAWNICZAK 

et al., 2013). No entanto, o sucesso do processo de biodegradação de qualquer substância ou 

molécula está inteiramente relacionado ao potencial dos micro-organismos em metabolizá-las. 

O processo de biodegradação de compostos complexos, como os combustíveis fósseis e 

compostos intermediários produzidos durante o processo de biodegradação, exige uma 

comunidade microbiana com ampla capacidade enzimática para utilizar diferentes substâncias 

(YERGEAU et al., 2012). 
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CAPÍTULO 4 
 

 

 
 

COMUNIDADE BACTERIANA DO SOLO CONTAMINADO COM MISTURAS 

DIESEL/BIODIESEL APÓS BIODEGRADAÇÃO 

 

1 Introdução 

 

As atividades antropogênicas resultam em diversas fontes de contaminações que podem 

afetar a estrutura e a diversidade da comunidade microbiana do solo. De modo geral, 

contaminantes como o óleo diesel (derivados do petróleo) são conhecidos pela toxicidade para 

muitos grupos de micro-organismos. Por outro lado, determinados grupos de micro-organismos 

são capazes de metabolizar os hidrocarbonetos, o que garante a biodegradação dessas 

substâncias 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 biodegradação do contaminante alvo 

(GHAZALI et al., 2004). No entanto, esse método não retratava toda a comunidade envolvida 

na biodegradação dos contaminantes, devido a presença de micro-organismos que não são 

passíveis de isolamento em meio de cultivo ou pelos padrões de crescimento desconhecidos de 

alguns micro-organismos. Embora o método dependente de cultivo tenha proporcionado um 

grande conhecimento acerca dos processos de biodegradação, atualmente os métodos 

independentes de cultivo, chamado também metagenômica, possibilitou o conhecimento de 

uma parcela de micro-organismos ainda desconhecidos, além de revelar as relações ecológicas 

dos micro-organismos em torno do processo de biodegradação no meio ambiente (STEFANI et 

al., 2015) 

A microbiota do solo é extremamente diversa e a metagenômica tem apenas esclarecido 

que a diversidade genômica armazenada no solo é muito maior do que conhecemos. Assim, o 

desafio da metagenômica é captar, de forma fidedigna, toda a heterogeneidade do ambiente e a 

dinâmica das comunidades microbianas ao longo do tempo e espaço (DANIEL, 2005). 
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Conclusão Geral 

 

- O glicerol, co-produto da produção do biodiesel, foi uma boa fonte de carbono para a 

produção de biossurfactante até concentração de 5 %. 

- O glicerol não foi eficaz como co-substrato para auxiliar na biodegradação de misturas 

diesel/biodiesel. 

- A adição de porcentagens de biodiesel até 10 %, como comercializada atualmente no 

Brasil, não apresentou grande diferença na quantidade de CO2 acumulado entre as misturas e o 

diesel, ou seja, a atividade microbiana ao final de 4 meses foi similar a atividade do solo 

contaminado com óleo diesel. 

- A adição de biossurfactante até concentrações de 10 % mudou o perfil da comunidade 

bacteriana do solo, mas não aumentou a atividade dos micro-organismos do solo, em termos de 

produção de CO2 acumulado. 

-As concentrações de 5 %, 8 % e 10 % de biossurfactante não 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 níveis de fitotóxicos após 4 meses sob ação dos micro- 

organismos do solo. 

- A biodegradação de biodiesel, além de provocar a acidificação do solo, formou metanol 

como produto intermediário do processo de biodegradação, o que tornou o solo muito tóxico 

após 4 meses sob ação dos micro-organismos do solo. Este efeito tóxico foi muito mais intenso 

nos primeiros 60 dias de biodegradação. 

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

misturas diesel/biodiesel. 




