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RESUMO 

 

GONZAGA, Lívia Vieira, M.Sc. Universidade Federal de Viçosa, Dezembro de 2013.  
Surfactina desidratada como agente potencializador da biorremediação de 
solos contaminados com petróleo. Orientador: Marcos Rogério Tótola. Co-
orientadores: Célia Alencar de Moraes e Maurício Dutra Costa. 
 

A efetividade da surfactina desidratada em spray dryer, produzida a partir do cultivo do 

isolado Bacillus subtilis LBBMA 4914, foi avaliada em microcosmos contendo 

amostras de solos franco-argilo-arenoso (FAA) ou argiloso (ARG) contaminados com 

petróleo.  As taxas respiratórias mais elevadas nos microcosmos adicionados de 

petróleo demonstraram que o petróleo foi utilizado como fonte de carbono pelas 

microbiotas nos microcosmos de ambos os tipos de solo. A maltodextrina, utilizada 

como adjuvante de secagem na preparação da surfactina desidratada por spray dryer, foi 

também utilizada como fonte de carbono e energia. As médias dos valores de CO2 

acumulado durante a fase de declínio das taxas respiratórias compartilhada por todos os 

microcosmos em um mesmo tipo de solo variaram entre 47,6 a 137,7 µmol g-1 

(microcosmos com o solo FAA) e 37,5 a 98,5 µmol g-1 (microcosmos com solo ARG). 

A remoção dos HTPs variou entre 19,6 a 38,4 % (solo FAA) e 62,6 a 73,2 % (solo 

ARG). A surfactina em suas duas formas (solução e desidratada) influenciou 

positivamente a degradação dos HTPs nos solos FAA e ARG e em fase tardia da 

biorremediação. A maltodextrina não interferiu na degradação dos HTPs. Os menores 

valores de HTPs residuais em microcosmos montados com o solo ARG foram 

atribuídos às maiores atividade e biomassa microbianas. A dinâmica das comunidades 

microbianas foi estudada pela análise de T-RFLP multiplex dos grupos de Bacteria, 

Fungi e Archaea. Os resultados demonstraram a ocorrência de impacto negativo do 

petróleo nas comunidades microbianas de todos os microcosmos em ambos os tipos de 

solo, no início do período de incubação, e recuperação da estrutura das comunidades 

nos tempos subsequentes. A comunidade de fungos apresentou valores mais elevados 

dos índices de Shannon-Weaver (H’), Simpson (D) e Riqueza (S), seguida pela de 

Bacteria. Conclui-se que surfactina desidratada por spray-drying favorece a 

biodegradação de hidrocarbonetos de petróleo em solos. 
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ABSTRACT 

 
 
GONZAGA, Lívia Vieira, M.Sc. Universidade Federal de Viçosa, December, 2013. 
Spray dried surfactin as potentiating agent of bioremediation of oil-
contaminated soil.  Advisor: Marcos Rogério Tótola. Co-Advisers: Célia Alencar de 
Moraes and Maurício Dutra Costa. 
 
 
The effectiveness of spray dried surfactin, produced from a culture of Bacillus subtilis 

4914 strain,   was evaluated in microcosms containing sandy clay loam soil (SCL) or 

clayey soil (CLA) contaminated with petroleum. The highest respiratory rates in the 

microcosms additioned of petroleum demonstrated that oil was utilized as carbon source 

for microbiota in the microcosms of both soils. Maltodextrin, utilized as a drying 

adjuvants in the preparation of spray dried surfactin, was also utilized as a source of 

carbon and energy. The means of accumulated CO2 during the decline phase of the 

respiration rate shared by all microcosms of a same soil type, ranged from 47,6 to 137,7 

µmol g-1 for SCL soil and from 37,5 to 98,5 µmol g-1 for CLA soil. The removal of TPH 

ranged from 19,6 to 38,4 % and from 62,6 to 73,2 % for the SCL and CLA soils, 

respectively. Surfactin in its two forms (in liquid solution and dried) influenced 

positively the degradation of the TPH in the SCL and CLA soils and in late phase of 

bioremediation. Maltodextrin did not interfere in the degradation of TPH. The lowest 

values of residual TPH in microcosms assembled with CLA soil were attributed to the 

highest microbial activity and biomass. The microbial community dynamics was studied 

by T-RFLP multiplex analysis of the groups Bacteria, Fungi e Archaea. The results 

demonstrated the occurrence of negative impact of oil on the microbial communities of 

all microcosms of both soil types, in the beginning of incubation period, and recovery of 

the community structure in subsequent times. The fungal community showed highest 

values of Shannon-Weaver index (H’), Simpson index (D) and Richness (S), followed 

by the Bacteria. In conclusion, spray dried surfactin favors the biodegradation of 

petroleum hydrocarbons in soils. 
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1. Introdução 

 

O petróleo é a principal fonte de energia utilizada no mundo, sendo a matéria 

prima das indústrias petrolífera e petroquímica, o que justifica sua grande demanda e os 

altos investimentos em sua exploração. Durante a cadeia produtiva do petróleo e de seus 

derivados, que inclui atividades de extração, refino, transporte e armazenamento, existe 

a possibilidade de ocorrerem contaminações no ambiente por esse combustível fóssil.  

Dada à alta toxicidade de grande parte dos hidrocarbonetos do petróleo e da elevada 

persistência de seus compostos no ambiente, diversos danos são gerados aos meios 

biótico e abiótico (Okoh, 2006; Das e Chandran, 2009).  

As áreas contaminadas com petróleo podem ser recuperadas por técnicas de 

biorremediação, que geralmente envolvem a ação de populações microbianas com 

capacidade de utilizar os compostos orgânicos como fonte de carbono e energia, 

degradando-os a formas menos tóxicas. Essa tecnologia é reconhecida como de baixo 

custo e menos impactante que as técnicas não biológicas.  

A biodegradação de hidrocarbonetos do petróleo em solo é influenciada por 

fatores como umidade, pH, temperatura, teor de nutrientes e concentração de oxigênio 

(Reginatto et al., 2011). O tipo de solo também afeta a degradação microbiana. Quanto 

maior o teor de matéria orgânica e/ou argila, por exemplo, maior é a adsorção dos 

hidrocarbonetos do petróleo ao solo, o que resulta em redução da disponibilidade desses 

compostos para sua utilização pelos micro-organismos. O aumento da 

biodisponibilidade dos hidrocarbonetos no solo e a aceleração do processo de 

degradação dos mesmos no ambiente podem ser obtidos pela adição de biossurfactantes 

à área contaminada. Essas biomoléculas apresentam em sua estrutura uma região 

hidrofílica e outra hidrofóbica, característica que permite a elas se posicionarem em 

interfaces de fases imiscíveis, como óleo/água ou ar/água (Jacques et al., 2007). Dada a 

propriedade de reduzir as tensões superficial e interfacial, os biossurfactantes 

promovem a dessorção dos hidrocarbonetos da matriz do solo, aumentando a 

mobilidade e a solubilidade dos contaminantes e tornando mais eficiente a 

biodegradação (Volkering et al., 1998).  

Os biossurfactantes são caracterizados por apresentarem alta biodegradabilidade, 

baixa toxicidade e estabilidade molecular em uma larga faixa de pH e temperatura. Em 

virtude dessas características, apresentam grande potencial de aplicação em vários 

campos, incluindo o da biorremediação de ambientes contaminados com petróleo 
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(Cameotra e Singh, 2008; Calvo et al., 2009; Thavasi et al., 2011). Embora o custo de 

produção dos biossurfactantes seja desvinculado dos preços de combustíveis fósseis, 

eles não competem em preço com os dos surfactantes sintéticos no mercado (Nitschke e 

Patore, 2002), em grande parte em razão de seu alto custo de produção em larga escala, 

relacionado ao baixo rendimento e, principalmente, às etapas de purificação e 

recuperação a partir dos meios de cultivo (Nitschke e Patore, 2002). Contudo, ao longo 

dos últimos anos, o mercado mundial de biossurfactantes tem crescido de forma 

considerável, em consequência das características bastante atrativas aos consumidores, 

anteriormente citadas, além de ser um produto ambientalmente amigável. Um relatório 

de mercado publicado pela Transparency Market Research 

(http://www.transparencymarketresearch.com) "Biosurfactants Market - Global 

Scenario, Raw Material and Consumption Trends, Industry Analysis, Size, Share and 

Forecasts, 2011 - 2018" (Biosurfactants..., 2012), estimou que o mercado mundial de 

biossurfactantes, que valia USD 1,735.5 milhões em 2011, deve alcançar USD 2,210.5 

milhões em 2018, crescendo a uma taxa anual média de 3,5 %. O volume do mercado 

mundial de biossurfactantes deverá atingir 476,512.2 toneladas em 2018, sendo 21 % 

desse total devidos à crescente demanda da Ásia, África e América Latina. 

Nesse contexto, surge a necessidade de se explorarem novos processos que 

possibilitem a redução do custo de produção de biossurfactantes, baseados na 

otimização de formas de recuperação ou concentração, a fim de viabilizar a sua 

utilização na indústria, sobretudo no campo da biorremediação. Uma alternativa 

promissora é a obtenção de biossurfactantes na forma de pó pelo processo spray drying.  

Spray drying é um processo de secagem pelo qual um material no estado fluido é 

convertido em uma forma particulada seca. O material obtido é um pó que apresenta 

baixíssima umidade (Ochoa et al., 2002). Essas características conferem ao material 

secado durabilidade e facilidade na conservação, além de menor volume e peso 

reduzido, facilitando sua armazenagem e transporte. Essas particularidades contribuem 

em grande parte para que o produto comercial seja mais barato, possibilitando a sua 

aplicação em diversas áreas, incluindo a biorremediação de áreas contaminadas com 

hidrocarbonetos do petróleo. 

  

2.  Biodegradação e biorremediação de hidrocarbonetos de petróleo em solos 

 

2.1. Aspectos gerais 
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Derramamentos e vazamentos acidentais de petróleo ou derivados têm sido 

noticiados frequentemente nos meios de comunicação, aumentando a preocupação de 

governos e agências de proteção ambiental, pois tais compostos podem ser fontes 

significativas de poluição ambiental (Trindade et al., 2005). 

Quando a contaminação ocorre em terra muitos problemas são gerados, 

incluindo a contaminação de lençóis freáticos e a diminuição da qualidade do solo, 

gerando consequências como inutilização da água e redução da produtividade primária 

(Yakubu, 2007). Em razão de muitos hidrocarbonetos serem carcinogênicos e 

mutagênicos, também há possibilidade de dano à saúde dos homens e animais (Mueller 

et al., 1992; Okoh, 2006). Adicionalmente, os compostos do petróleo apresentam, em 

sua maioria, elevada persistência no ambiente, resultante, em parte, de sua baixa 

solubilidade em água e forte tendência de sorção à fase sólida dos solos e, também, de 

sua elevada resistência à degradação (Cao et al., 2009; Das e Chandran, 2009). 

Nesse contexto, muitas agências e órgãos de proteção ambiental no mundo, 

como o CONAMA (Conselho Nacional do Meio Ambiente) no Brasil, a Agência Norte 

Americana de Proteção Ambiental - USEPA (United States Environmental Protection 

Agency) e a Agência Europeia do Ambiente (European Environment Agency) têm 

estipulado limites máximos de concentração desses compostos no ar, na água e no solo. 

Em razão disso, tem sido crescente a busca por métodos mais eficientes de remoção 

desses poluentes do meio ambiente. A capacidade de muitos organismos em lidar com 

condições diversas e transformar compostos tóxicos em outros menos nocivos ao 

ambiente e aos seres vivos faz deles excelentes agentes para atuarem em técnicas de 

remediação de ambientes contaminados com compostos do petróleo (Okoh, 2006; Das e 

Chandran, 2011). Dessa forma, a biorremediação surgiu como um processo 

biotecnológico promissor para esse fim.  

As técnicas de biorremediação fazem uso do potencial de organismos vivos, 

normalmente plantas e micro-organismos, ou de suas enzimas, para remover (remediar) 

ou reduzir a concentração de poluentes do ambiente, sob condições controladas, a níveis 

aceitáveis por agências de proteção ambiental (Yakubu, 2007; Pereira e Freitas, 2012). 

Durante a degradação efetuada por micro-organismos, os compostos orgânicos são 

convertidos por oxidação em moléculas mais simples, intermediárias de vias 

metabólicas, ou são mineralizados a CO2 e H2O (Seo et al., 2009). O processo pode 

ocorrer sob condições aeróbias ou na presença de aceptores de elétrons alternativos, 
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como sulfato e nitrato. Dentre as principais vantagens da biorremediação, destacam-se a 

menor agressividade ao meio ambiente, flexibilidade e adaptabilidade a condições 

ambientais variáveis, possibilidade de degradação da maior parte dos poluentes 

orgânicos, implementação in situ, sem a necessidade de transporte do resíduo para outro 

local, e boa relação custo/eficiência do processo, permitindo que tal tecnologia seja 

utilizada em escala comercial (Bamforth e Singleton, 2005; Mrozik e Seget, 2010; 

Reginatto et al., 2011; Nisenbaum et al., 2013).  

Muitos micro-organismos que apresentam capacidade de degradar 

hidrocarbonetos do petróleo têm sido reportados na literatura, incluindo bactérias dos 

gêneros Acinetobacter, Arthrobacter, Bacillus, Nocardia, Paracoccus, Pseudomonas, 

Rhodococcus, Streptomyces (Crapez et al., 2002, Mandri e Lin, 2007, Seo et al., 2009; 

Wetler-Tonini et al., 2011) e fungos dos gêneros Fusarium, Candida, Penicillium, 

Aspergillus e Chrysosporium (Cerniglia, 1997, Clemente et al., 2001, Jacques et al., 

2005).  Como não é conhecida alguma espécie microbiana que seja capaz de degradar 

sozinha todos os compostos presentes no petróleo (Crapez et al., 2002; Maciel, 2004), 

consórcios microbianos têm sido utilizados com a finalidade de se ampliar o espectro de 

degradação de complexos de hidrocarbonetos no solo.  

As técnicas de biorremediação podem ser divididas em dois grupos, relativos à 

localização espacial do processo: (1) biorremediação in situ, na qual o tratamento é 

executado no próprio local contaminado ou (2) biorremediação ex situ, em que há 

emprego de técnicas de escavação e transporte de solo para locais fora da zona 

contaminada, para posterior tratamento. Durante o processo de biorremediação, três 

diferentes estratégias podem ser adotadas: (1) atenuação natural, em que o contaminante 

permanece no local e a descontaminação do ambiente ocorre por meio de processos 

naturais como biodegradação e volatilização (Mulligan e Yong, 2004; Foght, 2008); (2) 

bioaumentação, a qual envolve a inoculação do local contaminado com culturas puras 

ou consórcio microbiano contendo micro-organismos selecionados, com elevado 

potencial de degradação do contaminante; e (3) bioestimulação, método em que 

nutrientes, aceptores de elétrons e outros compostos são adicionados ao material 

contaminado, com a finalidade de estimularem a atividade metabólica da comunidade 

indígena com capacidade de degradar o contaminante, para promover o aumento da sua 

biomassa no solo.   

As estratégias de bioestimulação e a bioaumentação apresentaram melhores 

resultados do que a atenuação natural em diferentes solos de biomas brasileiros típicos 
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(Mata Atlântica e Cerrado) contaminados com óleo cru (Alvarez et al., 2011). Contudo, 

essa última foi considerada a técnica com melhor relação custo-benefício dentre as 

analisadas. Também foi constatado que a taxa de biodegradação não foi influenciada 

somente pelo tipo de técnica empregada, mas também pela composição química e física 

de cada solo e, principalmente, pelo tempo. 

 

 

2.2. Limitações à biodegradação de hidrocarbonetos de petróleo em solos 

 

A degradação microbiana de hidrocarbonetos de petróleo é influenciada por 

fatores físicos, químicos e biológicos, os quais podem afetar a eficiência da 

biorremediação por atuarem tanto sobre a biodisponibilidade dos poluentes quanto 

sobre a atividade metabólica dos indivíduos da comunidade microbiana. Dentre esses 

fatores, os de maior importância parecem ser a umidade do solo, o pH, a temperatura e o 

teor de nutrientes (relação C:N:P) (Vidali, 2001; Wetler-Tonini et al., 2011). A 

composição química e a estrutura física do solo também tem influência sobre a 

biorremediação de compostos orgânicos. Solos mais argilosos e siltosos, assim como 

aqueles com elevado teor de matéria orgânica, tendem a formar complexos com 

contaminantes orgânicos mais facilmente do que aqueles arenosos, e a difusão da água é 

também mais lenta, em razão da menor permeabilidade (Labud et al., 2007; Pereira, et 

al., 2009).  Adicionalmente, os micro-organismos podem ser excluídos de microssítios 

contendo moléculas dos contaminantes pelo tamanho dos poros entre as partículas, 

quando esses são muito pequenos. Nesse caso, as taxas de biodegradação são 

dependentes das taxas de difusão radial, entre as partículas, de compostos orgânicos 

hidrofóbicos, de oxigênio e de nutrientes (Noordman et al., 2002; Reddy et al., 2002). 

O tamanho das partículas do solo também pode influenciar a biodegradação do 

petróleo. Em um recente trabalho (Chang et al., 2013), foi observado que a adição de 

nutrientes a solos argilosos contaminados com petróleo aumenta de forma significativa 

a biodegradação de hidrocarbonetos C16–C34 somente nos solos que contêm 

macroagregados (> 2 mm). De acordo com os autores, esses solos apresentam maior 

proporção de poros potencialmente acessíveis às bactérias do que os solos que contêm 

mesoagregados (0,25-2 mm), o que possibilita a existência de mais sítios 

metabolicamente ativos para a biodegradação. Em adição, nos solos que contêm 

mesoagregados, alguns hidrocarbonetos encontram-se presentes no denso core dos 
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solos, estando, dessa forma, indisponíveis para serem utilizados pelos micro-

organismos. 

À medida que os hidrocarbonetos do petróleo percolam pelos poros do solo, 

podem dissolver-se na solução ali presente, volatilizar-se, ou ser adsorvidos às 

superfícies dos minerais e à matéria orgânica via uma combinação de processos físicos e 

químicos (Figura 1). Dessa forma, a baixa solubilidade em água e a forte tendência de 

sorção dos hidrocarbonetos à fase sólida do solo podem resultar na redução da 

quantidade desses compostos suscetível ao ataque microbiano, uma vez que os micro-

organismos somente absorvem nutrientes que estejam em solução (Johnsen, Wick e 

Harms, 2005; Singh, Hamme e Ward, 2007). Uma forma de se aumentar a 

disponibilidade de compostos orgânicos hidrofóbicos para as células  microbianas e, 

consequentemente, acelerar a sua biodegradação, é a adição de biossurfactantes ou de 

micro-organismos produtores desses compostos aos solos contaminados. 

 

 

3. Biossurfactantes 

 

3.1. Biossurfactantes e sua aplicação na biorremediação de solos contaminados 

com petróleo 

 

Os biossurfactantes são moléculas que apresentam característica anfipática, em 

razão da presença de grupos hidrofílicos (aminoácidos, fosfato ou carboidratos) e 

hidrofóbicos (longa cadeia hidrocarbônica de um ou mais ácidos graxos) na mesma 

estrutura. Essas biomoléculas distribuem-se nas interfaces de substâncias com diferentes 

graus de polaridade - líquido-líquido, gás-líquido ou sólido-líquido -, causando a 

diminuição das tensões interfaciais de compostos imiscíveis (Makkar et al., 2011; 

Okoliegbe e Agarry, 2012). Os biossurfactantes são produzidos por micro-organismos, 

porém moléculas com ação semelhante podem também ser obtidos por processos 

químicos (Mulligan et al., 2001; Colla e Costa, 2003). Os surfactantes microbianos 

exibem diversas vantagens sobre os sintéticos, como baixa toxidade, alta 

biodegradabilidade em água e solo, alta seletividade e atividade estável em uma ampla 

faixa de pH, temperatura e salinidade (Kim et al., 2000; Hudak e Cassidy, 2004).  

Essas biomoléculas consistem, em sua maioria, de metabólitos secundários, 

sintetizados geralmente durante a fase estacionária. Eles podem ser secretados pelo 
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micro-organismo, auxiliando na solubilização de substratos hidrofóbicos (Prabhu e 

Phale, 2003), ou podem permanecer associados à parede celular, facilitando o transporte 

e translocação de substratos insolúveis através da membrana celular como, por exemplo, 

os hidrocarbonetos (Bognolo, 1999; Pirôllo, 2006).  

A atividade de um biossurfactante pode ser determinada por meio da medida das 

mudanças nas tensões superficial e interfacial (Desai e Banat, 1997). A tensão 

superficial é a medida de energia livre por unidade de área associada com uma 

superfície ou uma interface (Rosen, 1978), enquanto que a tensão interfacial está 

relacionada com força a de atração mantida dentro das moléculas em um líquido 

(Satpute et al., 2010). A tensão superficial da água destilada é 72 mN m-1 a 20 oC, e um 

biossurfactante considerado efetivo é capaz de reduzir este valor para abaixo de 40 mN 

m-1 (Bodour e Miller-Maier, 1998; Tabatabaee et al., 2005). Conforme a concentração 

de um biossurfactante aumenta em um sistema ar/água ou óleo/água, ocorre uma 

redução na tensão superficial até um valor crítico, a partir do qual as moléculas de 

surfactante se associam formando estruturas como micelas, bicamadas e vesículas 

(Desai e Banat, 1997). Esse valor é conhecido como Concentração Micelar Crítica 

(CMC), que é a concentração mínima de biossurfactante necessária para iniciar a 

formação de micelas. De modo inverso à CMC, a Diluição Micelar Crítica (DMC) é o 

ponto a partir do qual as micelas desfazem-se e distribuem-se na solução na qual estão 

inseridas. 

Nos últimos anos, muitos biossurfactantes têm sido estudados visando à sua 

aplicação em diversas áreas, como nas indústrias médica, cosmética, alimentícia, 

petrolífera e na área ambiental (Singh et al., 2007; Cameotra e Makkar, 2010). A 

indústria petrolífera apresenta grande potencial para a utilização de biossurfactantes, 

uma vez que esses biotensoativos possuem propriedades favoráveis, como baixa 

toxicidade e capacidade de aumentar a solubilidade dos componentes do petróleo. Tais 

compostos podem substituir os surfactantes sintéticos e, portanto, ser empregados em 

toda a cadeia de processamento de petróleo, principalmente na recuperação melhorada 

de petróleo (MEOR) (Millioli et al., 2008), na limpeza de tanques de armazenamento 

(Colla e Costa, 2003), no transporte de óleo cru em oleodutos (Okoliegbe e Agarry, 

2012) e na descontaminação de ambientes contaminados com compostos do petróleo 

(Thavasi et al., 2011). 

Quando biossurfactantes são adicionados a solos contaminados com 

hidrocarbonetos do petróleo, sua ação sobre os contaminantes pode ocorrer por meio de 
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dois mecanismos distintos: i) em concentrações abaixo da CMC, o biossurfactante pode 

diminuir as tensões superficial e interfacial entre ar/água e solo/sistema aquoso, 

resultando em uma maior área de contato, estimulando o transporte de massa do 

poluente a partir do solo para a fase aquosa (Volkering et al., 1998), permitindo a 

formação de micro-emulsões e a mobilização dos hidrocarbonetos; ii) quando os 

biossurfactantes estão em concentrações acima da CMC, os hidrocarbonetos são 

incorporados no centro hidrofóbico das micelas e podem penetrar na solução aquosa do 

solo (Jacques et al., 2007), sendo, portanto, solubilizados, tornando-se mais acessíveis 

aos micro-organismos. Assim, a solubilização de hidrocarbonetos aromáticos 

policíclicos (HAPs) é proporcional à dose de surfactante acima da CMC (Zheng e 

Obbard, 2002). Estudo do efeito da adição de concentrações do biossurfactante 

ramnolipídio em solo com alto teor de argila e bastante intemperizado demonstrou que, 

à medida que a concentração do ramnolipídio aumentava, a eficiência de biodegradação 

também aumentava (Millioli et al.,  2005). Dessa forma, a solubilização depende do tipo 

e dose do biossurfactante, da textura do solo e do tempo em que o tensoativo permanece 

em contato com o solo (Cameotra e Makkar, 2010).  

O potencial dos biossurfactantes em acelerar a biorremediação de solos 

contaminados com petróleo tem sido documentado em trabalhos que mostram 

resultados favoráveis (e.g. Scheibenbogen et al., 1994; Willumsen e Karlson, 1997;  

Kosaric, 2001; Christofi e Ivshina, 2002; Rahman et al., 2003; Urum et al., 2003; 

Batista et al., 2006; Whang et al., 2008;  Calvo et al., 2009; Anyanwu et al., 2011). 

Existe também relatos da biorremediação de poluentes como a borra de óleo com uso de 

um consórcio microbiano formado por dois isolados de Pseudomonas aeruginosa e um 

isolado de Rhodococcus erythropolis produtores de biossurfactantes ramnolipídeos 

(Cameotra e Singh, 2008). O consórcio foi capaz de degradar 90 % dos hidrocarbonetos 

em seis semanas quando em cultura líquida. Já nos solos contaminados com 1 % (v/v) 

de lama de óleo cru, 91 % do conteúdo de hidrocarbonetos foram degradados em cinco 

semanas. O biotensoativo Emulsan®, sintetizado por Acinetobacter calcoaceticus 

(Rosenberg & Rosenberg, 1981), tem sido empregado no tratamento de áreas 

contaminadas com petróleo por apresentar bons resultados na diminuição da tensão 

superficial e na redução da viscosidade do óleo (Bezerra, 2012). Tais resultados 

mostram a eficiência dos biossurfactantes no processo de biorremediação. 

O potencial do biossurfactante lipopeptídico surfactina na biorremediação de 

áreas contaminadas com petróleo tem sido demonstrado (Whang et al., 2008; Lai et al., 
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2009; e Zheng et al., 2012). Esse biossurfactante, produzido por estirpes de Bacillus 

subtilis (Barros et al., 2007), apresenta baixa CMC e alto poder de redução da tensão 

superficial da água, de 72 para 27,9 mN m-1 a uma concentração de 50 mg L-1 (Ali et 

al., 2010), e a tensão interfacial entre água/hexadecano para  menos que 1 mN m-1 

(Muthusamy et al., 2008; Okoliegbe e Agarry, 2012). Além disso, apresenta alta 

biodegradabilidade, baixa toxicidade e grande estabilidade a diferentes temperaturas e 

valores de pH (Kosaric, 1992; Cameotra e Makkar, 1998; Lima et al., 2011; Vaz et al., 

2012).   

 

 

3.2. Produção de biossurfactantes: uso da técnica de spray drying como alternativa 

para a redução dos custos de produção, transporte e estocagem. 

 

Embora a surfactina apresente propriedades favoráveis à aplicação na 

descontaminação de compostos petrolíferos, o seu emprego comercial, assim como o de 

outros biossurfactantes, ainda é limitado pelo alto custo de produção. Os processos de 

recuperação e/ou purificação de produtos biotecnológicos são responsáveis por cerca de 

60 % do custo total de sua produção (Satpute et al., 2010). 

Uma forma alternativa de recuperação de biossurfactantes ainda inexplorada é a 

obtenção do produto na forma em pó por meio da técnica de spray drying. Nessa 

técnica, há a conversão de material no estado fluido (solução, suspensão ou pasta) em 

uma forma particulada seca. Esse processo é bastante atrativo para a produção de 

biossurfactantes, pois não há necessidade de se utilizar técnicas adicionais de 

recuperação e purificação, sendo a cultura, previamente cultivada e contendo o 

biossurfactante excretado, secada diretamente no equipamento.  

Esse método de secagem é, atualmente, empregado em larga escala por diversos 

segmentos industriais, dentre os quais se destacam aqueles das indústrias química, 

farmacêutica e de cerâmica (Madeira, 2009; Jayasundera et al., 2011). Os produtos 

obtidos pela técnica spray drying apresentam muitas características vantajosas, como 

boa qualidade, facilidade de manipulação (Carneiro, 2013) e estabilidade, pois contêm 

baixa umidade, o que minimiza as alterações físicas, químicas e microbiológicas 

durante seu armazenamento (Ochoa et al., 2002; Hatamipour et al., 2007; Madeira, 

2009). Também apresentam menor volume e peso reduzido, facilitando sua 
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armazenagem e transporte. Essas particularidades contribuem em grande parte para que 

o produto final tenha um menor custo de produção, tornando-se economicamente viável.  

Em nosso laboratório, a secagem pela técnica de spray dryer da surfactina 

excretada em meio de cultura previamente cultivado com B. subtilis mostrou bons 

resultados (Barcelos et al., 2014). Argila e maltodextrina foram adicionadas ao caldo de 

fermentação como adjuvantes de secagem, obtendo-se um produto em pó, com pouca 

higroscopicidade e com suas propriedades tensoativas mantidas após o processo.  

 Embora se tenha demonstrado a eficiência do processo de spray drying para a 

obtenção de biossurfactante desidratado, não foram avaliadas, no trabalho anterior, as 

aplicações potenciais do mesmo e os efeitos desse tipo de preparação sobre as 

comunidades microbianas de ambientes onde surfactina desidratada tenha sido aplicado. 

Estudos dessa natureza são essenciais para se estabelecerem protocolos de aplicação e 

para se avaliar a segurança na utilização de tal formulação de biossurfactante. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

As técnicas de biorremediação microbiana fazem uso de micro-organismos ou 

compostos produzidos por eles para degradar ou transformar contaminantes a formas 

menos tóxicas ou não tóxicas, visando à recuperação do ambiente contaminado 

(Cauwenberg e Roote, 1998; Pereira e Freitas, 2012). A biorremediação tem sido 

utilizada no tratamento de áreas contaminadas com petróleo e seus derivados, com o 

intuito de minimizar o impacto ambiental negativo causado por essa classe de 

contaminantes, em razão de características como baixo custo, possibilidade de 

mineralização total do contaminante e o fato de ser menos impactante ao meio ambiente 

do que muitos métodos físicos e químicos.  

            A despeito das vantagens mencionadas, a eficiência da biorremediação em solos 

é influenciada pelas condições ambientais locais, como umidade, teor de nutrientes, pH, 

temperatura, concentração de oxigênio e tipo de solo (Vidali, 2001; Shukla et al., 2010).  

Solos que contêm altos teores de matéria orgânica e/ou argila apresentam grande 

capacidade de sorção de hidrocarbonetos, resultando em redução da disponibilidade 

desses compostos para serem utilizados pelos micro-organismos. Uma forma de se 

aumentar a biodisponibilidade dos hidrocarbonetos no solo e, com isso, acelerar o 

processo de degradação dos mesmos no ambiente, é por meio da adição de 

biossurfactantes. Essas biomoléculas anfipáticas, produzidas por micro-organismos, têm 

a capacidade de se posicionar em interfaces de fases imiscíveis, reduzindo as tensões 

superficial e interfacial (Lin, 1996). Dessa forma, os biossurfactantes podem promover a 

dessorção dos hidrocarbonetos da matriz do solo e a formação de microemulsões, 

aumentando a mobilidade e a solubilidade dos contaminantes que, por consequência, se 

tornam mais acessíveis aos micro-organismos.  

A surfactina é um biossurfactante lipopeptídico produzido por Bacillus subtilis 

que se destaca por seu alto poder de redução da tensão superficial da água (de 72 para 

27,9 mN m-1 a 20 oC), quando em concentração acima de 50 mg L-1 (Arima et al., 

1968). Apresenta ainda alta estabilidade sob uma ampla faixa de pH e temperatura 

(Abdel-Mawgoud et al., 2008). Alguns autores relataram a eficiência da surfactina como 

agente ativo na biorremediação de ambientes contaminados com hidrocarbonetos de 

petróleo (Cubitto et al., 2004; Whang et al., 2008). 

 Embora a surfactina apresente propriedades favoráveis à aplicação na 

descontaminação de ambientes contaminados com hidrocarbonetos de petróleo, o seu 
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emprego comercial, assim como o de outros biossurfactantes, ainda é limitado pelo alto 

custo de produção em larga escala, não competindo economicamente com os 

surfactantes sintéticos.  

 A recuperação e/ou purificação de produtos biotecnológicos são responsáveis 

por cerca de 60 % do custo total de produção desses (Satpute et al., 2010). Uma forma 

alternativa de recuperação de biossurfactantes ainda inexplorada é por meio da técnica 

de spray drying. Nessa técnica, há a conversão de um material no estado fluido 

(solução, suspensão ou pasta) em uma forma particulada seca. Esse processo é atrativo 

para a produção de biossurfactantes a serem empregados em diferentes processos na 

cadeia de petróleo, a exemplo da biorremediação e recuperação avançada de petróleo, os 

quais não exigem elevado grau de pureza dessas moléculas. A secagem por spray drying 

da surfactina excretada em meio de cultura previamente cultivado com B. subtilis 

mostrou bons resultados (Barcelos et al., 2014). Argila e maltodextrina foram 

adicionadas ao material a ser desidratado para auxiliar no processo de secagem. Como 

resultado, obteve-se um material em pó, com pouca higroscopicidade e que manteve 

suas propriedades tensoativas após ser novamente solubilizado em água deionizada. 

Destaca-se que os materiais em pó apresentam muitas características vantajosas como 

facilidade de manipulação (Carneiro, 2013), baixa umidade, menor volume e massa. 

Essas características garantem estabilidade ao produto, permitindo que ele seja 

armazenado por um longo período de tempo, além da maior facilidade no seu 

transporte. Outra vantagem da utilização de biossurfactantes em pó na biorremediação é 

a sua fácil aplicação sobre a área a ser tratada, viabilizando ainda mais o processo. 

            A despeito das vantagens da utilização de biossurfactantes desidratados acima 

mencionadas, não há relatos da avaliação dessa forma de biossurfactantes durante a 

biorremediação de solos contaminados com hidrocarbonetos de petróleo. Nesse 

trabalho, foi realizado um estudo comparativo do efeito da surfactina em pó, produzida 

pelo processo de spray drying, sobre a biorremediação de dois solos tropicais brasileiros 

contaminados com petróleo. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1. Coleta, análise e preparo dos solos 

 

As amostras de solo utilizadas são provenientes do banco de solos da 

Universidade Federal de Viçosa. No momento da coleta, os solos estavam armazenados 

em baias cobertas, protegidos da chuva e encontravam-se secos, sem a presença de 

vegetação. Foram escolhidos dois tipos de solo, baseando-se em diferenças na 

granulometria. Os solos foram classificados como franco-argilo-arenoso (solo 1), 

proveniente de Viçosa- Minas Gerais (MG), e solo muito argiloso (solo 2) (Tabela 1) 

proveniente de Capinópolis (MG), Brasil. 

Cerca de 3 kg de cada solo foram peneirados em malha de 2 mm, e porções de 

200 g foram submetidas à análise das propriedades físicas e químicas (Tabela 1).  

  
                     Tabela 1 - Características físicas e químicas dos solos utilizados no estudo. 

Característica 

Amostra de Solo 

Solo 

FAA* 

Solo 

ARG** 

Matéria Orgânica (MO) (dag Kg-1) 2,95 1,7 

Potássio (mg dm-3) 142,5 48,5 

Fósforo (mg dm-3) 19,7 1,9 

Fósforo remanescente (P-rem) (mg dm-3) 36,9 11,55 

Nitrogênio total (dag Kg-1) 0,11 0,08 

pH 5,69 4,52 

Umidade (%) 1,64 2,56 

CRA: capacidade de retenção de água (%) 

Argila (%) 

Silte (%) 

Areia grossa (%) 

Areia fina (%) 

39,57 

24 

7 

28 

41 

63,65 

63 

5 

14 

18 

     *Franco-argilo-arenoso; **Muito argiloso 

 

Para a realização dos ensaios de biorremediação, foram constituídos 

microcosmos contendo porções de 70 cm3 de solo. As amostras foram adicionadas a 
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frascos respirométricos de vidro (125 mL), seguindo-se a correção da concentração de 

macronutrientes, do pH e do teor de umidade para 60% da CRA (capacidade máxima de 

retenção de água). 

Os valores de pH dos solos em cada um dos frascos foi corrigido para 7 (Júlio, 

2010), com algumas modificações. Aos solos foi adicionada uma mistura 

CaCO3:(MgCO3)4Mg(OH)2.H2O (4:1 m/m), de acordo com as equações (Tabela 2) 

obtidas a partir de curvas de regressão linear, construídas a partir dos dados de pH em 

resposta a doses da mistura (g dm-3) solo).  

 

                                  Tabela 2 - Equações de  regressão  obtidas  a partir das curvas de 
                                                    pH dos solos em resposta à adição de doses da mistura 

                                     de carbonato de cálcio e carbonato de magnésio.                                                  

Solo Equação de regressão R2 

1 0,3658x + 6,8274 0,9996 

2 0,5217x + 5,2515 0,9912 

 

           Com base nos resultados das análises dos solos, foram realizadas as aplicações 

de nitrogênio na forma de (NH4)2SO4, de modo a se obter uma concentração final de 

150 mg Kg-1 , e de potássio, na forma de  KH2PO4, para uma concentração de 120 mg 

dm-3. A aplicação do potássio foi realizada somente no solo ARG, uma vez que o solo 

FAA já continha a concentração adequada (>120 mg dm-3). O fósforo foi aplicado na 

forma NaH2PO4.H20. A dose foi determinada pela fórmula y = 436,5 – 5,39x, sendo x = 

Prem, descontando-se desse valor a quantidade do elemento aplicado na forma KH2PO4. 

Após a adição dos nutrientes, os microcosmos foram incubados à temperatura ambiente 

por cerca de 15 dias. 

 

2.2. Produção de surfactina 

 

2.2.1. Isolado bacteriano 

 

Para a produção de surfactina, foi utilizado o isolado Bacillus subtilis LBBMA 

RI 4914, pertencente à coleção de culturas do Laboratório de Biotecnologia e 

Biodiversidade para o Meio Ambiente do Departamento de Microbiologia da 

Universidade Federal de Viçosa (UFV).  
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2.2.2. Produção da surfactina 

 

No trabalho, foram utilizadas a surfactina em solução e a surfactina em pó. A 

surfactina em solução é a surfactina excretada no meio de crescimento durante o cultivo 

de B. subtilis LBBMA RI4914. A produção foi obtida em frascos erlenmeyer de 250 

mL contendo 100 mL de meio MM (modificado por Fernandes, 2011), os quais foram 

inoculados com a cepa selecionada e incubados a 30 ºC por 48 h a 200 rpm. Para a 

obtenção da surfactina em pó, dois volumes de 500 mL da cultura de B. subtilis foram 

submetidos à autoclavagem para garantir a esterilização da solução. Em seguida, foi 

adicionada maltodextrina 10 DE (dextrose equivalente) (250 g L-1) às soluções, a qual 

serviu como adjuvante de secagem (Barcelos e Dias, 2011). As soluções foram 

submetidas ao processo de secagem em um mini-spray dryer modelo LM MSD 1.0 

(Labmaq do Brasil LTDA®), sob as seguintes condições operacionais: temperatura de 

entrada do ar de secagem de 170 °C; temperatura de saída do ar de secagem de ± 60 °C; 

aspiração da amostra de 2,86 % e fluxo de alimentação de 810 mL h-1. 

 

2.2.4. Estimativa da concentração de surfactina 

 

As concentrações de surfactina nas formulações em pó e líquida foram estimadas 

pela medição da tensão superficial de diluições do biossurfactante feitas em água Milli-

Q®, pelo método do anel de Du Noüy (Cooper et al., 1979), de acordo com Fernandes 

(2011).  

 

3. Preparação dos microcosmos 

 

Com o intuito de se investigar o efeito da formulação da surfactina (em pó, 

obtida pela técnica de spray drying, ou líquida) sobre a biorremediação de solos 

tropicais contaminados com petróleo, foram montados seis microcosmos em triplicata, 

para os dois diferentes tipos de solo (Tabela 4). Para a montagem dos microcosmos, 

porções de 70 cm3 de solo contidas nos frascos respirométricos receberam, após a 

adição de nutrientes e a correção do pH para 7,0, a adição de petróleo, surfactina em pó 

ou líquida, inoculante microbiano e maltodextrina 10 DE (Tabela 3). O delineamento 

experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC), totalizando 36 parcelas 

experimentas para cada tipo de solo. 
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O processo de biorremediação foi monitorado continuamente por um período de 

60 dias de incubação a 30 °C. Nos tempos 0, 30, 45 e 60 dias, foram feitas amostragens 

dos solos para a quantificação de Hidrocarbonetos Totais do Petróleo (HTPs) e para a 

análise do perfil populacional da comunidade microbiana pela técnica de T-RFLP.  

 
       Tabela 3 – Microcosmos preparados a partir de porções de 70 cm3 de cada tipo de solo 
                         contidos nos frascos respirométricos. 

Microcosmos 

  I - Controle (somente o solo) 

 II - Inoculante + Surfactina líquida  

III - Petróleo + Inoculante  

 IV- Petróleo + Inoculante + Surfactina líquida  

 V - Petróleo + Inoculante + Surfactina em pó  

VI - Petróleo + Inoculante + Maltodextrina  

          
Adição de petróleo: o petróleo utilizado para contaminar os solos foi 

previamente aquecido gradativamente até 210 °C, para a perda dos compostos mais 

voláteis. Dissolveu-se o petróleo em hexano, e a solução obtida foi submetida à 

filtragem em papel de filtro qualitativo Whatman®. A solução foi aplicada nos frascos 

respirométricos em um volume suficiente para cobrir a massa de solo presente no 

recipiente. A concentração dos hidrocarbonetos de petróleo adicionados aos solos foi de 

13.800 mg Kg-1 para o solo FAA e 12.300 mg Kg-1 para o solo ARG, em relação à 

massa seca dos solos. Os microcosmos que não receberam petróleo receberam o mesmo 

volume de hexano aplicado aos microcosmos que receberam o contaminante. Os frascos 

respirométricos contendo os solos contaminados e não contaminados permaneceram 

destampados em capela de exaustão por cerca de 24 horas, para permitir a evaporação 

do solvente. Posteriormente, adicionaram-se 2 cm3 de solo original a cada frasco 

respirométrico, com o intuito de se reporem as populações microbianas. Os demais 

aditivos foram aplicados posteriormente a essa etapa. 

Adição do inoculante microbiano: o inoculante microbiano foi produzido a partir 

de um composto maturado de resíduos sólidos urbanos, o qual foi contaminado com 

petróleo na concentração de 50 mL Kg-1, de acordo com Leal (2009). O composto foi 

adicionado aos solos a uma concentração de 30 g Kg-1 de massa seca. 

Adição da surfactina em pó: a massa (g) de surfactina em pó adicionada aos 

solos foi a necessária para que a concentração do biossurfactante atingisse, na solução 



26 

 

 

 

do solo, concentração equivalente a 20 mg L-1 (Cubitto et al, 2004; Jayashree et al., 

2006), valor correspondente a cerca de duas vezes a concentração micelar crítica (CMC) 

da surfactina  

Adição da surfactina líquida: a surfactina líquida foi aplicada por meio da 

adição da cultura de B. subtilis, juntamente com a água a ser acrescentada para a 

correção da CRA dos solos, para se obter uma concentração equivalente à do 

microcosmo com a surfactina em pó. 

Adição da maltodextrina: maltodextrina foi adicionada para se obter a mesma 

concentração do microcosmo que recebeu surfactina em pó, a qual continha 

maltodextrina como coadjuvante de secagem. Esse microcosmo foi considerado como o 

controle do microcosmo com surfactina em pó.  

Após as adições dos compostos, os solos contidos nos frascos respirométricos 

tiveram a umidade corrigida para 60% da capacidade máxima de retenção de água 

(CRA). 

 

4. Análise Respirométrica 

 

A degradação dos contaminantes foi acompanhada pela avaliação da emissão de 

CO2, uma vez que a produção de CO2 indica, de forma indireta, a capacidade da 

comunidade microbiana em utilizar o petróleo como fonte de carbono (Alisi et al., 

2009). Para isso, após a montagem dos microcosmos, os frascos respirométricos foram 

acoplados a um respirômetro dotado de um analisador de gás por infravermelho, com 

fluxo intermitente de ar (Sable System, NE, USA). Os frascos ficaram imersos em 

banho-maria a 30 °C e o CO2 emitido foi quantificado por um período de 60 dias, com 

intervalos de leituras de 6 horas. O valor do CO2 emitido pelo solo que recebeu somente 

a adição de nutrientes minerais e os corretivos de pH  foi descontado do valor de CO2 

emitido nos demais microcosmos. 

 

5. Extração e quantificação dos Hidrocarbonetos Totais do Petróleo (HTPs)  

 

As amostras foram coletadas nos tempos 0, 30, 45 e 60 dias durante o processo 

de biorremediação. Para a extração, 8 g de solo (massa seca) foram sonicados por 10 

minutos utilizando-se 4 mL da mistura de solventes hexano:acetona (1:1). As amostras 

permaneceram em repouso por 30 minutos, seguindo-se centrifugação por 15 min a 
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10.000 g e coleta da fase orgânica (Schwab et al., 1999; Shin e Kwon, 2000). O 

procedimento de extração foi repetido por mais duas vezes. Todo o volume coletado a 

partir da fase orgânica foi acondicionado em um recipiente, o qual ficou em repouso em 

temperatura ambiente para a completa evaporação do solvente. A quantificação dos 

HTPs extraídos foi realizada pelo método gravimétrico (Adeyemo, 2013). A massa de 

HTPs residual foi expressa em mg Kg-1, após subtrair-se a massa extraída dos controles 

e levando-se em consideração a eficiência de extração dos HTPs em cada tipo de solo, a 

qual foi baseada em curvas de regressão construídas a partir das massas de HTPs 

residuais obtidas em resposta às massas de HTPs adicionadas aos solos. 

 

6. Extração do DNA, PCR e análise das comunidades microbianas por meio de T-

RFLP multiplex 

 

Para se estudarem as mudanças ocorridas no perfil genético da comunidade 

microbiana durante o processo de biorremediação dos solos, foi realizada a análise de T-

RFLP multiplex para bactérias, arqueias e fungos de acordo com Singh et al. (2006), 

com modificações. Amostras de 5 g de solo coletadas a partir dos frascos 

respirométricos nos tempos 0, 30, 45 e 60 dias de incubação foram submetidas à 

extração do DNA total utilizando-se o Kit Power SoilTm DNA (Mo-Bio Laboratories, 

Carlsbad, CA), de acordo com as instruções do fabricante.  

A amplificação do gene rRNA 16S de Archaea foi obtida utilizando-se os 

primers Ar3f (5’-TTCCGGTTGATCCTGCCGGA-3’) e Ar927r (5’-

CCCGCCAATTCCTTTAAGTTTC-3’). A amplificação do gene rRNA 16 S de 

Bacteria foi obtida utilizando-se os primers 63f (5’-AGGCCTAACACATGCAAGTC-

3’) e 1087r (5’-CTCGTTGCGGGACTTACCCC-3’). A região ITS de Fungi foi obtida 

com os primers ITS1f (5’-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3’) e ITS4r (5’-

TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’). As extremidades 5’ dos primers Ar92r, 1087r e 

ITS1f estavam  marcadas com os fluorocromos REX (verde), NED (amarelo) e FAM 

(azul), respectivamente. 

A reação em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada em um volume total de 50 

μL, que consistiu de: 1,0 μL dos primers (cada) 63f e 1087r a 10 μmol L-1, 2,0 μL dos 

primers (cada) Ar3f, Ar927r, ITS1f e ITS4r a 10 μmol L-1
, 10 μL de tampão de PCR 

(1x) (Promega), 200 μmol L-1 de cada desoxirribonucleotídeo trifosfato (dNTP), MgCl2 

a 2 mmol L-1, , 20 μg de BSA, 2 μL de amostra de DNA (1ng μL-1), 2,5 U de Taq DNA 
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polimerase (Promega, USA) e  água Milli-Q® estéril em volume suficiente para se 

completar o volume final da reação. A PCR foi realizada em termociclador 

MasterCycler (Eppendorf AG 22331, Hamburg, Alemanha) com etapa inicial a 95 ºC 

por 5 min, seguida por 30 ciclos de 30s a 95 ºC, 30s a 55 ºC, 1 min a 72 ºC, finalizando-

se com a extensão a 72 ºC por 10 min. Os produtos de PCR foram corados com 

GelRed™ e analisados por eletroforese em gel de agarose a 0,8 % na presença de 

marcador molecular de tamanho de 1.000 pb. Os produtos amplificados foram 

purificados utilizando-se o kit Illustra™ GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification 

(GE Healthcare) e o DNA foi eluído em um volume final de 50 μL de tampão de 

eluição. Em seguida, os produtos de PCR purificados foram submetidos à digestão 

enzimática com 20 U de MspI em um volume total de 30 μL a 37 ºC  por 3 h e 95 ºC por 

15 min. Os produtos digeridos foram purificados por precipitação e ressuspendidos com 

7,75 μL de tampão de corrida MegaBACE loading solution (GE Healthcare), acrescido 

de 0,25 μL do marcador de tamanho GeneTab 500 (GeneID). Os fragmentos de 

restrição terminais (T-RF) foram separados por meio de eletroforese capilar em um 

sequenciador automático MegaBACE 1000 DNA Analysis System (Molecular 

Dynamics/GE Healthcare). 

A análise dos dados brutos foi realizada utilizando-se o programa Gene Marker 

2.4.1 Trial Version (SoftGenetics, State College), considerando-se apenas os picos de 

tamanho entre 50 e 505 bp, com limite inferior de detecção de 40 unidades de 

fluorescência.  

A diversidade da comunidade microbiana foi avaliada por meio do cálculo do 

índice de Shannon Weaver (H’) e da Riqueza (S) (Atlas e Bartha, 1997), e do índice de 

Simpson (Dunbar, Ticknor e Kuske, 2000). 

 

7. Análises estatísticas 

 

           Os dados obtidos de CO2 acumulado e de HTPs residuais foram submetidos à 

análise de variância (ANOVA), pelo teste F, a 5 % de probabilidade. As médias foram 

comparadas pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade. 
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3. RESULTADOS  

 

3.1. Evolução do CO2 e biodegradação de HTPs  

 

As curvas das taxas respiratórias (Figuras 1 e 2) apresentaram um 

comportamento similar para todos os microcosmos, em ambos os solos (franco-argilo-

arenoso e argiloso): uma rápida fase de elevação da taxa respiratória, seguida de 

decréscimo e estabilização. Na fase de declínio, todos os microcosmos que receberam 

petróleo (microcosmos 3 a 6) mostraram taxas respiratórias mais elevadas do que os 

com inoculante + surfactina líquida (microcosmo 2), onde não houve contaminação. O 

comportamento entre os microcosmos nos dois tipos de solos foi similar, porém os 

valores de suas taxas respiratórias foram distintos. Para ambos os tipos de solos, os 

microcosmos 5 e 6, os quais continham maltodextrina, mas que diferiam quanto à 

presença da surfactina, apresentaram taxas respiratórias similares e mais elevadas do 

que os demais, indicando a utilização da maltodextrina como fonte de carbono e 

energia. Os microcosmos 3 (petróleo + inoculante) e 4 (petróleo + inoculante + 

surfactina líquida) apresentaram taxas respiratórias intermediárias.  
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Figura 1. Taxas respiratórias em microcosmos com solo franco-argilo-arenoso, durante 60 dias de 
                       incubação. 

 



30 

 

 

 

Tempo (horas)

0 200 400 600 800 1000 1200 1400

T
ax

a 
R

es
pi

ra
tó

ri
a 

(µ
m

ol
h-1

 g
-1

)

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0
Trat. 2 - Inoculante + surfactina líquida
Trat. 3 - Petróleo + inoculante
Trat. 4 - Petróleo + inoculante + surfactina líquida
Trat. 5 - Petróleo + inoculante + surfactina em  pó
Trat. 6 - Petróleo + inoculante + maltodextrina 10 DE

 

Figura 2. Taxas respiratórias em microcosmos com solo argiloso, durante 60 dias de incubação. 
 

 

Os microcosmos 5 e 6 apresentaram os maiores tempos para se atingir a 

estabilização das taxas respiratórias (800 horas para os microcosmos com solo franco-

argilo-arenoso e 780 horas para os com solo argiloso). No solo franco-argilo-arenoso, os 

microcosmos 3 e 4 tiveram as taxas respiratórias estabilizadas em torno de 600 horas, 

enquanto que o microcosmo 2 atingiu a estabilização após 350 horas. Já os 

microcosmos 2 e 3 do solo argiloso apresentaram estabilização de suas taxas 

respiratórias em torno de 350 horas, enquanto que a estabilização da taxa respiratória no 

microcosmo 4 ocorreu por volta de 780, similar ao observado com os microcosmos 5 e 

6.  

A fim de se compararem estatisticamente os microcosmos dentro de um mesmo 

tipo de solo, foram utilizados os valores de CO2 acumulado, derivados dos valores das 

taxas respiratórias. Para a análise, foi escolhida uma faixa de tempo, para cada solo, em 

que todos os microcosmos compartilharam um aumento do CO2 acumulado, antes de se 

atingir a estabilização das taxas respiratórias. Esse tempo correspondeu a 391 e 135 

horas para os solos franco-argilo-arenoso e argiloso, respectivamente, conforme as 

regressões lineares de dois segmentos (não mostradas) construídas (software SAEG, 

Universidade Federal de Viçosa).  De acordo com as análises estatísticas (Tabela 4), 

houve efeito significativo dos microcosmos a 5 % de significância e para a interação 

microcosmo x tempo de incubação. A Tabela 5 apresenta os resultados para o teste de 
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Tukey das médias dos valores de CO2 acumulado. As médias de CO2 acumulado 

variaram entre os microcosmos: 47,6 a 137,7 µmol g-1 para o solo franco argilo arenoso 

e 35,7 a 98,5 µmol g-1 para o solo argiloso. Em ambos os solos, as médias dos 

microcosmos 5 e 6 foram significativamente maiores do que as dos demais (p < 0,05), 

mas não variaram entre si. No solo franco-argilo-arenoso, as médias dos valores de CO2 

acumulado nos microcosmos 3 e 4 não diferiram entre si (p ≥ 0,05). O microcosmo 2 

(não-contaminado) apresentou média de CO2 acumulado significativamente menor do 

que os demais microcosmos. No solo argiloso, os microcosmos 2, 3 e 4 não 

apresentaram entre si diferenças significativas de CO2 acumulado (p ≥ 0,05) (Tabela 4), 

ainda que os microcosmos 3 e 4, os quais receberam petróleo, tenham mantido taxas 

respiratórias mais elevadas do que o microcosmo 2 durante todo o período de incubação 

(Figura 2). O microcosmo 4, o qual continha surfactina líquida, em particular, 

apresentou taxas respiratórias sempre mais elevadas, inclusive na fase de estabilização. 

 

Tabela 4. Médias dos valores de CO2 acumulado (µmol g-1) obtidos em cada microcosmo, após 391 e 135 
                 horas, emitido pelos solos franco-argilo-arenoso (FAA) e argiloso (ARG), respectivamente. 

Microcosmos  
(Solo FAA)a 

Médias do CO2 acumulado 
(µmol g-1)b 

Microcosmos  
(Solo ARG)a 

Médias do CO2 acumulado 
(µmol g-1)b 

6 137,7a 6 98,5a 
5 131,0a 5 90,0a 
3 90,9b 4 46,7b 
4 79,9b 3 41,4b 
2 47,6c 2 35,7b 

a 2 (inoculante + surfactina líquida); 3 (petróleo + inoculante); 4 (petróleo + inoculante + surfactina 
líquida); 5 (petróleo + inoculante + surfactina em pó); 6 (petróleo + inoculante + maltodextrina).  
b Valores seguidos de diferentes letras na mesma coluna de médias indicam diferenças significativas, ao 
nível de 5 % de probabilidade, pelo teste de Tukey. 
Para a análise, foi escolhida uma faixa de tempo, para cada solo, anterior à estabilização da taxa de                   
emissão de CO2. Para a definição desse tempo, foi tomado o microcosmo em que a estabilização foi 
alcançada no menor tempo, a saber: solo FAA, 391 horas; solo ARG, 135 horas. 

 

 

Houve remoção parcial dos HTPs em todos os microcosmos que receberam 

petróleo, ao longo do processo de biorremediação (Figuras 3 e 4). Após os 60 dias de 

análise, as porcentagens de remoção variaram entre 19,6 a 38,4 % e 62,6 a 73,2 % para 

os solos franco-argilo-arenoso e argiloso, respectivamente. Em geral, o microcosmo 4 

(petróleo + inoculante + surfactina líquida) apresentou as maiores porcentagens de 

remoção de HTPs durante os 60 dias de incubação (38 e 73 % para os solos franco-

argilo-arenoso e argiloso, respectivamente), enquanto que o microcosmo 6 (petróleo + 

inoculante + maltodextrina) apresentou as menores porcentagens de remoção (19,6 e 

62,6 % nos solos franco-argilo-arenoso e argiloso, respectivamente).  
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Figura 3. HTP residual nos microcosmos com solo franco-argilo-arenoso nos tempos 0, 30,  
                    45 e 60 dias. Barras contendo diferentes letras para um mesmo tempo indicam diferenças 
                    significativas, ao nível de 5 % de probabilidade, pelo teste de Tukey. 
  
 
 

 
Figura 4. HTP residual nos microcosmos com solo argiloso nos tempos 0, 30,  
                        45 e 60 dias. Barras contendo diferentes letras para um mesmo tempo indicam diferenças 
                        significativas, ao nível de 5 % de probabilidade, pelo teste de Tukey.  

 



33 

 

 

 

No solo franco-argilo-arenoso (Figura 3), as concentrações residuais de HTPs 

nos microcosmos 3 e 4 foram  diferentes (p < 0,05) nos tempos 30 e 45 dias. O menor 

teor residual de HTPs do microcosmo 4 indica que a surfactina, aplicada na forma de 

solução, favoreceu a degradação dos HTPs nesse tipo de solo. Os microcosmos 5 e 6 

apresentaram teores residuais de HTPs que não diferiram  (p ≥ 0,05) durante todo o 

período do experimento, mostrando taxas de degradação similares na presença de 

maltodextrina, independentemente da presença da surfactina. Não foram observadas 

diferenças significativas (p ≥ 0,05) entre os teores residuais de HTPs dos dois 

microcosmos que receberam a aplicação de biossurfactante (microcosmos 4 e 5). O 

microcosmo 4,  que continha surfactina aplicada na forma de solução, apresentou teor 

residual de HTPs menor do que o microcosmo (6) que continha apenas o açúcar (p < 

0,05) nos dois últimos tempos analisados (45 e 60 dias).  

No solo argiloso, os microcosmos 3 e 4 apresentaram teores residuais de HTPs 

iguais (p ≥ 0,05)  nos três tempos analisados. Os microcosmos 5 e 6, os quais continham 

maltodextrina, também apresentaram teores residuais de HTPs similares (p ≥ 0,05) nos 

tempos 30 e 45 dias. Contudo, ao final do período de incubação (60 dias), o 

microcosmo 5 apresentou teor residual de HTPs similares (p < 0,05) do que o 

microcosmo 6, indicando efeito positivo do biossurfactante aplicado na formulação em 

pó  em uma fase tardia do processo de biorremediação. Nessa fase, o teor residual de 

HTPs do microcosmo 6 foi significativamente maior do que o de todos os outros 

microcosmos (p < 0,05). Os microcosmos que continham biossurfactante (microcosmos 

4 e 5) não apresentaram diferenças significativas (p ≥  0,05) nos teores residuais de 

HTPs durante todo o período do experimento no solo argiloso. 

 

3.2. Dinâmica das comunidades microbianas  

 

A comunidade de fungos apresentou maiores valores de índice de diversidade 

(Shannon Weaver – H’) do que a de bactérias e de arqueias, nos dois tipos de solos 

(Figuras 5-9H’). A menor diversidade dentre os três grupos foi observada para a 

comunidade de arqueias do solo franco-argilo-arenoso. Os valores de riqueza (S) das 

comunidades de fungos também foram mais elevados do que os de bactérias nos dois 

tipos de solo (Figuras 5-9S). No solo argiloso, o número de picos obtidos nos 

eletroferogramas para arqueias foi muito baixo, optando-se, por isso, por não se calcular 

os índices de diversidade e de riqueza para esse grupo.  
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Figura 5. Índice de Shannon-Weaver (H’), Riqueza (S) e índice de Simpson (D) de Bacteria em solo 
                 franco-argilo-arenoso, calculados com base nos eletroferogramas de T-RFLP nos tempos 2, 
                 30, 45 e 60 dias. T2: inoculante (IN) + surfactina líquida (SL); T3: Petróleo (PT) + IN; T4: 
                 PT + IN + SL; T5: PT + IN + surfactina em pó; T6: PT + IN + maltodextrina.  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Índice de Shannon-Weaver (H’), Riqueza (S) e índice de Simpson (D) de Fungi em solo 
                  franco-argilo-arenoso, calculados com base nos eletroferogramas de T-RFLP nos tempos 2, 
                  30, 45 e 60 dias. T2: inoculante (IN) + surfactina líquida (SL); T3: Petróleo (PT) + IN; T4: 
                  PT + IN + SL; T5: PT + IN + surfactina em pó; T6: PT + IN + maltodextrina.  
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Figura 7. Índice de Shannon-Weaver (H’), Riqueza (S) e índice de Simpson (D) de Archaea em solo 
                  franco-argilo-arenoso, calculados com base nos eletroferogramas de T-RFLP nos tempos 2, 
                  30, 45 e 60 dias. T2: inoculante (IN) + surfactina líquida (SL); T3: Petróleo (PT) + IN; T4: 
                  PT + IN + SL; T5: PT + IN + surfactina em pó; T6: PT + IN + maltodextrina.  

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Índice de Shannon-Weaver (H’), Riqueza (S) e índice de Simpson (D) de Bacteria em solo 
                  argiloso, calculados com base nos eletroferogramas de T-RFLP nos tempos 2, 
                  30, 45 e 60 dias. T2: inoculante (IN) + surfactina líquida (SL); T3: Petróleo (PT) + IN; T4: 
                  PT + IN + SL; T5: PT + IN + surfactina em pó; T6: PT + IN + maltodextrina.  
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Figura 9. Índice de Shannon-Weaver (H’), Riqueza (S) e índice de Simpson (D) de Fungi em solo 
                  argiloso, calculados com base nos eletroferogramas de T-RFLP nos tempos 2, 
                  30, 45 e 60 dias. T2: inoculante (IN) + surfactina líquida (SL); T3: Petróleo (PT) + IN; T4: 
                  PT + IN + SL; T5: PT + IN + surfactina em pó; T6: PT + IN + maltodextrina. 

 

De modo geral, as comunidades microbianas dos microcosmos que receberam 

petróleo, assim como as do microcosmo 2, o qual continha inoculante e surfactina 

líquida, em ambos os tipos de solo, apresentaram dinâmicas temporais semelhantes ao 

longo do processo de biorremediação: redução da diversidade (H’) e da riqueza na 

primeira fase do experimento (2 a 30 e alguns 45 dias) (Figuras 5-9H’S), e aumento 

desses dois índices nos tempos 45 e 60 dias. Em alguns microcosmos, foi observada a 

redução dos índices com 30 dias, aumento com 45 dias e nova redução ao final do 

experimento (Bacteria no microcosmo 6, Fungi no microcosmo 3 e Archaea nos 

microcosmos 3, 4, 5 e 6 do solo FAA; Bacteria nos microcosmos 3, 5 e 6 e Fungi nos 

microcosmos 4 e 6 do solo ARG). Exceção é feita para a comunidade de fungos no 

microcosmo 3 do solo franco argilo-arenoso, cujos índices H’ e S  permaneceram 

praticamente inalterados após 30 dias de incubação, e para as comunidades de bactérias 

e arqueias no solo franco-argilo-arenoso no microcosmo-controle (microcosmo 1), as 

quais apresentaram aumento progressivo nos valores do índice  H’ e de S durante todo o 

período do experimento. Os maiores valores do índice H’ e de S foram observados no 

início do período de incubação (2 dias) para quase todos os microcosmos, nos dois tipos 

de solos.  
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O índice de Simpson (D) fornece a distribuição de abundância das espécies e 

confere maior peso às espécies dominantes do que o de Shannon-Weaver (H’) (Hill et 

al., 2003). Apesar de os hidrocarbonetos de petróleo atuarem como agentes seletivos em 

ambientes contaminados com petróleo ou derivados, de acordo com o índice D no 

presente trabalho não foi observada dominância nos tempos analisados subsequentes ao 

início do processo de biorremediação, em quase todos os microcosmos que receberam 

petróleo e para os três grupos de micro-organismos (Figuras 5-8D). As comunidades 

bacterianas na maioria dos microcosmos de ambos os solos apresentaram redução nos 

valores do índice de diversidade de Simpson com 30 dias de incubação, seguida de 

aumento após esse tempo (Figuras 5 e 8D). Dinâmicas semelhantes foram observados 

para as comunidades de arqueias do solo franco-argilo-arenoso (Figura 5D), com 

exceção do controle e do microcosmo 6, os quais apresentaram crescimento progressivo 

nos valores do índice D durante todo o experimento. As comunidades de fungos 

mostraram-se ser mais estáveis do que as dos outros grupos de micro-organismos, em 

resposta às mudanças ocorridas no solo ao longo do experimento, apresentando pouca 

variação nos valores do índice D em todos os microcosmos, nos dois tipos de solos 

(Figuras 6 e 9D). 
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4. DISCUSSÃO 

 

A avaliação da atividade respiratória dos organismos do solo é uma técnica 

consagrada para o monitoramento de alterações ambientais nesse ecossistema 

microbiano, fornecendo informação sobre a presença de micro-organismos viáveis e a 

extensão do impacto de contaminantes sobre a atividade metabólica do solo (Huang et 

al., 2006, Labud, et al., 2007). A ausência de uma fase lag e a rápida elevação da taxa 

respiratória em um curto espaço de tempo (20 a 50 horas), observada em todos os 

microcosmos e em ambos os solos (Figuras 1 e 2), refletem condições experimentais 

adequadas de pH, umidade e teor de nutrientes, além da aplicação de um inoculante, 

sobretudo nos microcosmos que receberam petróleo (3-6), o qual  possibilitou uma 

resposta adaptativa rápida ao poluente aplicado aos solos. Numa fase posterior, o 

declínio, seguido de estabilização da atividade respiratória, em todos os microcosmos de 

ambos os solos, é uma resposta similar à reportada por Mortazavi et al. (2013), exceto 

pela fase de elevação inicial.  

As maiores taxas respiratórias (Figuras 1 e 2) e CO2 acumulado até a 

estabilização das taxas respiratórias (Tabela 4), nos dois tipos de solo, foram obtidas nos 

microcosmos que receberam a aplicação de maltodextrina (microcosmos 5 e 6). Esse 

polissacarídeo de baixo peso molecular é facilmente assimilável e utilizado para a 

produção de energia e biomassa por micro-organismos organotróficos, o que justifica as 

elevadas taxas respiratórias e as maiores médias de CO2 acumulado apresentadas por 

aqueles microcosmos. Esses dois microcosmos também apresentaram os maiores 

intervalos de tempo para se atingir a estabilização da taxa de emissão de CO2, sugerindo 

que a maltodextrina pode ter sido utilizada como substrato preferencial no início do 

processo de biorremediação. A fase de estabilização da taxa respiratória pode estar 

relacionada à depleção da maltodextrina, concomitantemente a uma fase de adaptação 

da microbiota do solo aos hidrocarbonetos remanescentes e mais recalcitrantes, como os 

HAPs de alto peso molecular, por exemplo. Isso é evidenciado quando se observa 

branda elevação da taxa respiratória em torno de 1.100 horas (Figura 1), após a fase de 

estabilização, para os microcosmos 5 e 6, indicando uma nova fase de adaptação 

metabólica e de degradação  dos hidrocarbonetos remanescentes no solo. 

As taxas respiratórias intermediárias apresentadas pelos microcosmos 3 e 4, para 

os dois tipos de solos, indicaram existência de biodegradação dos HTPs, já que a taxa 

respiratória basal relacionada à degradação da matéria orgânica nativa dos solos 



39 

 

 

 

(microcosmo 1) foi subtraída de todos os microcosmos com petróleo (microcosmos 3 a 

6). Intervalos de tempo menores gastos para se atingir a estabilização apresentados por 

esses microcosmos, nos dois tipos de solos, são atribuídos à degradação acelerada dos 

hidrocarbonetos. A maior atividade respiratória no microcosmo 4, que recebeu 

aplicação de surfactina em solução, comparativamente ao microcosmo 3, é evidência da 

ação da surfactina sobre os HTPs adsorvidos ao solo. Isso é especialmente detectável no 

solo argiloso (Figura 2), em que se observa que as diferenças nas taxas respiratórias 

entre esses dois microcosmos são mais pronunciadas após cerca de 150 horas de 

incubação, fase em que, possivelmente, os hidrocarbonetos mais biodisponíveis já 

teriam sido degradados. Nesse caso, sugere-se que a surfactina tenha auxiliado na 

dessorção das frações mais hidrofóbicas e mais fortemente aderidas às partículas do solo 

argiloso, resultando na manutenção de maiores taxas respiratórias. O microcosmo 2, que 

representa os solos que receberam inoculante e surfactina líquida, mas não o petróleo, 

apresentou taxa respiratória relativamente elevada, em ambos os tipos de solos. Nos 

microcosmos com surfactina, foi estimada uma concentração suficiente para se atingir 

duas vezes a concentração micelar crítica na solução do solo, valor correspondente a 20 

mg L-1. Levando-se em consideração os volumes de água adicionados a cada solo para a 

correção da umidade para 60 % da capacidade máxima de retenção de água (CRA), 

tem-se que as quantidades de surfactina aplicadas foram de 0,42 e 0,506 mg por unidade 

experimental, o que corresponde a 0,405 e 0,488 μmol de surfactina para os solos 

franco-argilo-arenoso e argiloso, respectivamente. O carbono presente nessas 

quantidades de surfactina adicionadas corresponde a cerca de 22 e 26 μmol por unidade 

experimental para os solos franco-argilo-arenoso e argiloso, respectivamente. Uma das 

características desse biossurfactante é sua elevada biodegradabilidade (Lima, 2008). 

Considerando que a surfactina tenha sido consumida pela microbiota do solo, e 

estimando-se que aproximadamente 50 % do das moléculas tenham sido incorporados à 

biomassa, tem-se que cerca de 11 μmol e 13  μmol para os solos franco-argilo-arenoso e 

argiloso, respectivamente, teriam sido emitidos na forma de CO2, o que teria 

contribuído com parte do CO2 emitido pelo microcosmo 2 observado na Tabela 5. O 

restante foi atribuído à utilização de compostos orgânicos aplicados aos solos 

juntamente com o inoculante e de compostos da matéria orgânica dos solos. 

No solo franco-argilo-arenoso, a maior remoção dos HTPs no microcosmo 4, 

comparativamente ao seu controle (microcosmo 3), nos tempos 30 e 45 dias (Figura 3), 

foi atribuída à dessorção dos hidrocarbonetos promovida pelo biossurfactante, aplicado 
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na forma de solução, aumentando a biodisponibilidade dos hidrocarbonetos. Resultado 

semelhante foi obtido em um solo arenoso (84 % de areia), tendo sido alcançada uma 

remoção de 94 % dos contaminantes, na presença de surfactina a uma concentração 

também acima da CMC (Whang et al., 2008). No presente trabalho, a eficiência de 

remoção dos HTPs no solo FAA (68 % de areia) foi menor, correspondendo a 38 % e 

30 % nos microcosmos que receberam a aplicação de surfactina na forma líquida e em 

pó, respectivamente. Porém, esse resultado pode ser explicado por algumas diferenças 

experimentais entre os trabalhos, assim como ao alto conteúdo de matéria orgânica 

(MO) presente no solo utilizado neste estudo, uma vez que o aumento da sorção de 

contaminantes é diretamente proporcional ao aumento do percentual de MO (Providenti 

et al., 1993). Portanto, o alto teor de MO presente no solo FAA pode ter interferido 

negativamente na dessorção dos hidrocarbonetos (HCs) pela surfactina, resultando em 

uma menor taxa de degradação do contaminante. Neste tipo de solo, assim como no 

solo ARG, a maltodextrina não interferiu na degradação dos contaminantes na presença 

da surfactina desidratada (microcosmo 5). Portanto, esse açúcar poderia ser usado junto 

ao biossurfactante (como adjuvante no processo de spray drying) na biorremediação de 

ambientes contaminados com petróleo, sem reduzir a eficiência do mesmo em estimular 

a biodegradação.  

Ainda que os microcosmos 5 e 6 (solo FAA) tenham sido significativamente 

iguais ao longo do período de incubação, pressupõe-se que a surfactina em pó presente 

no microcosmo 5 tenha tido efeito positivo sobre a desorção dos HTPs. As diferenças 

entre os valores absolutos nos teores residuais de HTPs entre esses dois microcosmos 

aumentaram ao longo do período de incubação (Figura 3), com o microcosmo 5 

mostrando sempre os menores valores absolutos. Isso indica que a surfactina possa ter 

tido efeito significativamente mais forte em fases tardias do processo de biorremediação 

(60 dias). Nessa fase, os hidrocarbonetos ainda presentes no solo são, possivelmente, os 

mais hidrofóbicos e, portanto mais adsorvidos. Nessa fase, a surfactina teria agido na 

desorção e solubilização desses compostos, aumentando a sua biodisponibilidade, 

acelerando a biodegradação. Assim, se o período de incubação tivesse sido mantido 

após 60 horas, as diferenças nos valores absolutos nos teores residuais de HTPs 

poderiam ter sido maiores e, portanto, diferenças estatísticas entre tais valores dos 

microcosmos 5 e 6 poderiam vir a ser observadas. Isso é comprovado ao se observar os 

mesmos microcosmos do solo ARG (Figura 4), onde o efeito da desorção é mais intenso 

devido à presença da argila e então a surfactina apresenta um papel mais importante ao 
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final do período do experimento. Nesse solo, o teor residual de HTPs no microcosmo 

com surfactina em pó (microcosmo 5) foi significativamente menor do que o de seu 

controle (microcosmo 6) aos 60 dias de incubação. 

O efeito da surfactina sobre a degradação dos HTPs em fase tardia também pôde 

ser observado nos microcosmos 3 e 4 do solo ARG (Figura 4), onde o valor absoluto do 

teor de HTPs residuais do microcosmo 4, contendo surfactina em solução, decresceu em 

relação à média do seu controle (microcosmo 3). A igualdade estatística entre os valores 

dos teores de HTPs residuais desses dois microcosmos, durante todo o período de 

incubação, não reflete os resultados da taxa respiratória (Figura 2), os quais demonstram 

que o microcosmo 4 apresentou maior atividade respiratória após 150 horas. Essa 

aparente discrepância pode estar relacionada com problemas na extração dos HTPs do 

solo. A extração e a quantificação precisa de HTPs em solos são bastante complexas, 

dadas as limitações dos métodos de extração e, principalmente, ao processo denominado 

aging ou weathering. Nesse processo, há efeito do tempo sobre a sorção dos HCs do 

petróleo à matéria orgânica e às frações minerais dos solos, sendo essa sorção tanto 

maior quanto mais prolongado é o tempo de contato dos compostos com a matriz do 

solo (Chikere et al., 2011, Riding et al., 2013). Nos solos argilosos, a dificuldade pode 

ser ainda maior, em razão da maior capacidade de sorção de compostos orgânicos 

(Labud et al., 2007). Uma vez que as análises de HTPs foram realizadas nos tempos 30, 

45 e 60 dias, o processo de aging pode ter atuado sobre esses compostos, especialmente 

no solo argiloso e, assim, influenciado nas etapas de extração/quantificação, resultando 

em teores residuais de HTPs similares para os microcosmos 3 e 4.  

A microestrutura e o tipo de solo influenciam de modo significativo a 

biodisponibilidade de contaminantes orgânicos, como também podem definir a resposta 

de micro-organismos específicos à contaminação.  A elevada capacidade de adsorção de 

compostos orgânicos por argila foi observado por Abdel-Moghny e colaboradores 

(2012), os quais compararam a eficiência de remoção de óleo diesel residual utilizando 

solução de surfactante de solos com diferentes texturas e obtiveram a menor eficiência 

de remoção dos compostos presentes em solo argiloso. Em contraste, alguns autores 

obtiveram bons resultados em estudos de biorremediação de solos argilosos 

contaminados com compostos do petróleo. A remoção de cerca de 96 % de HTPs foi 

conseguida em 60 dias através de bioestimulação (Sarkar et al., 2005); Em outro 

trabalho, foi obtida remoção de 45 % de HTPs também com bioestimulação utilizando 

nutrientes com 45 dias de incubação (Baptista et al., 2005). No presente trabalho, as 
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maiores taxas de remoção de HTPs foram obtidas no solo argiloso (Figura 4), o que 

pode estar relacionado com as maiores atividade e biomassa microbiana nesse tipo de 

solo. De fato, por conter partículas mais finas e, portanto, maior área superficial, a argila 

fornece maior superfície para a adesão microbiana, contendo uma superfície rica em 

nutrientes disponíveis para os micro-organismos, e a maior parte dos micro-organismos 

no solo estaria associada às suas frações (Calvo e Jimenez, 1998; Warr, 2012).  

A diversidade microbiana é considerada como um bom indicador da qualidade 

do solo, uma vez que os micro-organismos são bastante sensíveis às mudanças no 

ambiente, alterando rapidamente a estrutura e atividade da comunidade.  Os valores 

gerais do índice H’ obtidos nesse estudo foram similares ou maiores do que os índices 

encontrados por Denaro et al. (2005) e Baek et al. (2007). O índice H’ é sensível tanto à 

riqueza como à abundância relativa das espécies (Atlas e Bartha, 1997). Portanto, 

quanto maiores a equitabilidade e a riqueza, maior é o seu valor. Analisando-se a 

dinâmica das populações de bactérias, fungos e arqueias ao longo do processo de 

biorremediação (Figuras 5-9H’), constatou-se que os menores valores do índice H’ com 

30 dias de experimento, observados para a maioria dos microcosmos que receberam 

petróleo em ambos os tipos de solos, indicam que houve um impacto negativo do 

contaminante sobre a microbiota, como consequência do efeito tóxico dos HCs ou do 

estímulo de algumas populações capazes de utilizar os hidrocarbonetos como fontes de 

carbono e energia. Apesar de o microcosmo 2 não ter recebido petróleo, a redução dos 

seus valores do índice H’ e da riqueza (Figuras 5-9H’S) nos três grupos de micro-

organismos, com 30 dias de experimento, podem indicar uma possível competição por 

nutrientes entre a microbiota indígena e a do inoculante, episódios de predação e 

parasitismo (Dua et al., 2002; Baek et al., 2007), ou até um possível efeito 

antimicrobiano da surfactina. Dessa forma, pode-se inferir que a redução destes dois 

índices ao longo do estudo, nos microcosmos contendo solo contaminado, ocorreu não 

só pelo estresse causado pelo contaminante sobre a microbiota, mas também pelas 

razões citadas anteriormente. Contudo, também foi observada uma resiliência da 

comunidade microbiana, evidenciada pelo aumento dos valores do índice H’ e de S em 

quase todos os microcosmos nos dois tipos de solo, nos tempos 45 e 60 dias.  À medida 

que houve a degradação do petróleo pelos micro-organismos do inoculante e da 

microbiota indígena, houve redução da concentração de HTPs no solo (Figuras 3 e 4), 

convertendo os compostos em formas mais simples e menos tóxicas (Wang et al., 

2011). Como resultado, ocorreu uma redução da toxicidade do contaminante sobre toda 
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a microbiota do solo, o que possibilitou o ressurgimento daquelas espécies cujas 

populações foram reduzidas no início do experimento.  

A resiliência de comunidades microbianas em estudos de biorremediação de HCs 

de petróleo tem sido reportada na literatura (Franco et al., 2004; Bordenave et al., 

2007). Dentre os microcosmos que receberam petróleo, a resiliência ao longo do 

experimento não apresentou um padrão exatamente igual entre os três grupos de micro-

organismos para um mesmo microcosmo. Por isso, não se pôde tirar claras conclusões 

que correlacionassem o padrão de resiliência de cada microcosmo específico com os 

resultados da análise de HTPs. Esses resultados indicam que a microbiota foi 

fracamente influenciada pela concentração específica do contaminante nos solos e que o 

tempo do experimento, assim como a presença de alguns aditivos, tiveram um impacto 

maior nas mudanças da estrutura das comunidades dos micro-organismos. 

O solo argiloso apresentou maior atividade microbiana durante o estudo, mas 

seus valores do índice H’ e de S foram semelhantes aos valores do solo franco-argilo-

arenoso ao longo do experimento. Os micro-organismos degradadores ajustam-se às 

mudanças nas condições do substrato, aumentando sua atividade metabólica em 

compensação à perturbação no ambiente, o que limita o aumento do número de 

populações microbianas (Bento et al., 2005). Dessa forma, uma atividade microbiana 

mais elevada não implica necessariamente em um aumento da diversidade e de riqueza, 

justificando assim as semelhanças dos índices H’ e de S nos dois tipos de solo.  

A comunidade de fungos mostrou maiores valores do índice de Shannon-Weaver 

(H’), do índice de Simpson (D) e da Riqueza (S) do que a comunidade de bactérias ao 

longo do estudo, independentemente do tipo de solo e microcosmo. A maioria dos 

trabalhos da literatura tem relatado encontrar maior diversidade e dominância de 

bactérias do que de fungos em experimentos de biorremediação de compostos do 

petróleo (Boopathy, 2000, Zou et al., 2013). Contudo, alguns autores observaram a 

dominância de fungos em determinadas fases da biorremediação de compostos do 

petróleo, sobretudo em estágios onde havia maiores proporções de HCs recalcitrantes no 

solo. Chagas-Spinelli e colaboradores (2012) observaram um declínio na população de 

bactérias, concomitantemente com um aumento da população de fungos, em tratamentos 

onde houve bioestimulação, nos primeiros 17 dias de biorremediação. Em outro 

trabalho (Liu et al., 2011), foi observada uma maior dominância de bactérias nos 

primeiros 70 dias de biorremediação de HCs de petróleo, seguida da dominância pela 

comunidade  de fungos, a qual foi responsável pela degradação das frações mais 



44 

 

 

 

recalcitrantes de HCs. Desse modo, as maiores diversidade e riqueza de fungos 

observadas para os dois tipos de solos nesse trabalho, durante todo o tempo de 

experimento, foi atribuída à constituição do petróleo utilizado para a contaminação dos 

solos. Esse continha frações mais pesadas e recalcitrantes, como resultado da 

eliminação das frações mais leves durante o processo de preparação desse contaminante 

(ver Material e Métodos), o que teria favorecido a comunidade de fungos. Com relação 

à comunidade de arqueia no FAA, houve uma ampla oscilação dos índices H’, S e D ao 

longo do período de incubação. Considerando a existência de trabalhos que demonstram 

a capacidade de micro-organismos desse grupo de degradar hidrocarbonetos (Anderson 

e Lovley, 2000; Bonfá et al., 2011; Erdogmus et al., 2013), essas oscilações no perfil 

genético da comunidade de arqueias indicam que esse grupo, no solo franco-argilo-

arenoso, participou da biodegradação dos contaminantes. Ao contrário, no solo argiloso, 

a baixa riqueza, refletida pelo baixo número de picos obtidos, em todo o período de 

incubação, não teve papel significativo. 

Dada a pressão seletiva exercida pelo petróleo sobre a comunidade microbiana 

de um ambiente contaminado, algumas espécies de micro-organismos tornam-se 

dominantes (Margesin et al., 2003; Liang  et al., 2011). Entretanto, no presente 

trabalho, foi observada uma falta de dominância nos tempos subsequentes ao início do 

estudo, para os microcosmos que receberam petróleo (3-6), nos três grupos de micro-

organismos e nos dois tipos de solo (Figuras 5-9D). Resultado semelhante foi obtido no 

trabalho de Baek et al. (2007). No presente trabalho, a falta de dominância no decorrer 

do estudo pode ser atribuída à presença do inoculante, o qual teria fornecido populações 

que já seriam adaptadas à utilização dos hidrocarbonetos de petróleo, preenchendo o 

lugar das populações microbianas indígenas que desapareceram em resposta ao efeito 

tóxico do contaminante ou à baixa capacidade de competição pelas fontes de carbono 

oriundas do petróleo, o que teria resultado em uma distribuição mais homogênea das 

populações já adaptadas a essas fontes introduzidas como inoculante.  
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5. CONCLUSÃO 

 

O presente trabalho avaliou a efetividade da surfactina em pó acrescida de 

maltodextrina em acelerar a biorremediação de solos tropicais contaminados com 

petróleo. Ambas as formas de surfactina (líquida e desidratada) tiveram efeito sobre a 

degradação dos HTPs, auxiliando na redução dos teores desses compostos nos solos. O 

solo argiloso apresentou as maiores porcentagens de remoção de HTPs, indicando que a 

degradação de HTPs parece estar relacionada não só ao efeito dos tratamentos, mas 

também à textura dos solos. Isso demonstra que se deve levar em consideração a textura 

do solo ao se aplicar o processo de biorremediação. A presença da maltodextrina, 

juntamente com a surfactina desidratada, não promoveu maior remoção de HTPs, mas 

também não interferiu negativamente na biodegradação dos compostos. Portanto, esse 

açúcar pode ser usado como adjuvante de secagem para a desidratação de 

biossurfactante a ser utilizado em processo de biorremediação. Quanto à dinâmica das 

comunidades microbianas observada em resposta ao estresse causado pelo 

contaminante, assim como aos tipos de solo e de tratamentos, foi observada a resiliência 

das comunidades microbianas ao longo do processo de biorremediação, sendo essas 

afetadas principalmente pelo tempo de experimento. Novos estudos devem ser 

conduzidos com o propósito de se avaliar a ação da surfactina associada a outros 

adjuvantes de secagem, a fim de se reduzir o custo de produção de biossurfactantes e 

assim viabilizar o seu emprego, incluindo a biorremediação de áreas contaminadas com 

petróleo. 
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