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RESUMO 

Biossurfactantes são biomoléculas anfifílicas com atividade superficial. Estas moléculas são 

sintetizadas por organismos como bactérias, fungos e plantas sob diferentes condições e 

nutrientes. Essas substâncias podem ser amplamente utilizadas pela indústria, incluindo a 

remediação de solos contaminados. Diversas espécies microbianas são capazes de produzir 

biossurfactantes. No meio ambiente, tais espécies são geralmente encontradas em comunidades 

e consórcios microbianos. A presente dissertação visou estudar a produção de surfactantes por 

um consórcio microbiano e avaliar a eficiência dos extratos contendo biossurfactantes na 

remediação de arsênio em solo proveniente da Mina de Chico Rei, localizada em Ouro Preto, 

MG, Brasil. Para isso, o trabalho foi dividido em etapas. Inicialmente, identificou-se a o 

consórcio microbiano utilizando a técnica de Ion torrente® e foram estabelecidas as condições 

ótimas para produção de biossurfactantes. A melhor condição de produção (COP) foi 

determinada com o objetivo de obter o extrato com maior atividade superficial, medida pela 

redução da tensão superficial e do índice de emulsificação. Além disso, a influência das razões 

glicose/glicerol 0,5; 1,0; 1,5 e 2,5 também foi estudada. Visando a mobilização de As em solo 

rico em Fe, extrações sequenciais foram conduzidas para avaliação da eficiência dos agentes 

extratantes contendo biossurfactante pH 3, 7 e 11, água, SDS 1% e saponina 0,1%. A toxicidade 

do efluente da coluna com extratante COP foi avaliada utilizando sementes de Allium cepa. Os 

principais micro-organismos presentes no consórcio pertencem aos gêneros Pseudomonas e 

Stenotrophomonas. O maior índice de emulsificação foi obtido do extrato da cultura de razão 

glicose/glicerol 2,5, pH 9,5, em 3 dias de incubação a 25°C. A eficiência de extração de As 

verificada para os extratos foram superiores às das outras soluções de avaliadas. O extrato COP 

em pH 11 apresentou maior eficiência com extração acumulada de, aproximadamente, 24,6%, 

extraindo 678,39 mg.kg-1 em 7 ciclos de 24 horas. A presença de As no efluente afetou 

negativamente a germinação e o crescimento das plantas. A concentração de As no efluente e a 

altura das folhas e caules são fortemente inversamente correlacionadas (R2=95,89%). O 

potencial de reutilização do solo tratado em proporções de 20, 50 e 80% com terra vegetal e os 

índices de germinação indicam efeitos alterações apenas para a mistura de 80%. Dessa forma, 

as misturas contendo 20 e 50% de solo tratado apresentam potencial de serem utilizados para 

paisagismo com contenção da água de irrigação remanescente.  

Palavras-chave: Biossurfactante; soil flushing; Arsênio; Consórcio microbiano; 

Pseudomonas; Stenotrophomonas; Allium cepa.



ABSTRACT 

Biosurfactants are amphiphilic biomolecules with surface-active properties, synthesized by 

organisms such as bacteria, fungi and plants under different conditions and nutritional sources. 

These molecules are widely used by industry, including the environmental applications as soil 

remediation. Diverse species of microorganisms are able to produce biosurfactants in the 

environment and are usually in communities or consortia. This work aimed the study the 

biosurfactant production by a microbial consortium and evaluation of the efficiency of the 

extracts in the remediation of As in soil from Mine Chico Rei, located in Ouro Preto, Brazil. 

Firstly, the microorganisms’ constituents of the consortium were identified using the Ion 

Torrent® technique, and the optimum conditions (COP) for biosurfactant production were 

established. The optimum condition was assessed in order to obtain the higher surface–activity 

measured by surface tension reduction and emulsification index. In addition, the influence of 

0.5, 1.0, 1.5 and 2.5 ratios of glucose and glycerol in the production were also assessed. Aiming 

the mobilization of As in a Fe rich soil, sequential extractions were conducted for evaluation of 

the extracts with different ratio glu/gly and COP in pH 3, 7 and 11 and compared to the distilled 

water, SDS 1% and saponin 0,1%. The toxicity of the leaching effluent was evaluated with 

Allium cepa seeds. The Pseudomonas and Stenotrophomonas genus were indicated as the main 

genus present in the consortium. The higher emulsification index was obtained for the extract 

from the culture grown in ratio glucose/glycerol 2,5, pH 9,5, after three days of incubation at 

25°C. The efficiency of the As extraction by the BS was superior for all the glu/gly ratios 

extracts compared to the other solutions evaluated. The higher As extraction efficiency (24,6%) 

was obtained for COP at pH 11 (678,39 mg.kg-1) in 7 cycles of 24 hours. The presence of As 

affected the germination and the growth of the Allium cepa seedlings negatively. The 

concentration of As extracted and the height of leaves and stalk were inversely correlated 

(R2=95,89%). The As attenuation was verified by an ecotoxicological assay and viability of 

reuse of the remediated soil in mixtures of 20, 50 and 80% with the vegetal substrate were 

investigated, and only the most diluted mixtures of treated soil can be potentially reutilized for 

landscaping with the contention of the reminiscent irrigation water 

Keywords: Biosurfactant; soil flushing; Arsenic; Microbial consortium; Pseudomonas; 

Stenotrophomonas; Allium cepa.
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APRESENTAÇÃO 

A presente dissertação está estruturada em forma de capítulos da seguinte maneira:  

O Capítulo 1 contempla a introdução e revisão da literatura, situando o leitor quanto ao tema 

proposto, relevância e justificativa do trabalho. 

O Capítulo 2 aborda a produção de biossurfactantes por consórcio microbiano em meio de 

composição definida e a influência da glicose e glicerol como fonte de carbono do meio de 

cultivo. O capítulo propõe também a otimização da produção de biossurfactante aplicando a 

metodologia de planejamento experimental multivariado à otimização das variáveis pH, 

temperatura, tempo de cultivo e razão glicose/glicerol. Assim, obtém-se as condições que 

favorecem a produção de biossurfactante estimada avaliado em termos de capacidade de 

emulsificação do produto obtido. 

No Capítulo 3 são apresentados os dados referentes à atividade do extrato contendo 

biossurfactante, obtido a partir do cultivo do consórcio microbiano, como agente extrator de 

contaminantes inorgânicos, principalmente, arsênio, de solos com alto teor de ferro, arsênio e 

manganês. Neste capítulo, o potencial de toxicidade do lixiviado deste solo também é 

investigado por meio de ensaios de ecotoxicidade utilizando sementes de Allium cepa. Também 

é contemplada neste capítulo, a eficiência do processo de descontaminação do solo e 

possibilidade de reutilização do mesmo após o tratamento proposto. 

O Capítulo 4 compreende as considerações finais que, de forma sucinta, discute as 

considerações reportadas nos capítulos anteriores e apresenta sugestões para trabalhos futuros, 

com a finalidade de contribuir para o desenvolvimento científico do tema. 
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CAPÍTULO 1 

Introdução, objetivos do trabalho e revisão da literatura 

1.1 - INTRODUÇÃO 

Os surfactantes representam uma das classes de produtos químicos mais utilizados 

mundialmente (WEBER; ZEINER, 2014). Aproximadamente, metade da produção mundial 

destina-se ao mercado doméstico para uso como detergente de roupas e, a produção restante, 

destina-se a outros fins em indústrias têxteis, químicas, alimentícias, agrícolas, cosméticas, etc 

(VIJAYAKUMA; SARAVANAN, 2015). 

Com exceções de sabões e outros detergentes que utilizam matérias-primas vegetais e animais, 

a produção química de surfactantes utiliza, principalmente, derivados do petróleo (NITSCHKE; 

PASTORE, 2002). Esse tipo de surfactante pode ser nocivo ao meio ambiente e seu uso em 

grandes quantidades, bem como o seu descarte inadequado, causam danos ao meio ambiente 

como, por exemplo, a inibição da depuração natural devido à espumação excessiva, alterações 

na difusão de oxigênio na água, contribuições no processo de eutrofização, influência na 

qualidade da água e outros (NETO; PINO, 2011). Portanto, muito ainda se tem a compreender 

sobre esses compostos, sendo a segurança, a toxicidade, a bioacumulação e a 

biodegradabilidade, tópicos importantes a se investigar. 

Em contraste aos surfactantes produzidos sinteticamente, os biossurfactantes são surfactantes 

naturais produzidos por micro-organismos ou vegetais com diversas finalidades. Estes também 

apresentam propriedades emulsificantes, dispersantes e solubilizantes que permitem seu uso e 

até a substituição dos surfactantes sintéticos em inúmeras aplicações (MARCHANT; BANAT, 

2012). Além disso, os biossurfactantes podem apresentar outras características como 

termotolerância, biodegradabilidade e resistência a alteração de forças iônicas, que aumentam 

o interesse e potencial de uso em processos de biorremediação e de mobilização controlada de 

poluentes orgânicos e inorgânicos (BANAT, 1995; PACHECO, 2008).  

Diversas espécies de micro-organismos são capazes de produzir biossurfactantes e os nutrientes 

necessários para o desenvolvimento das células também determinam a estrutura final e, 

consequentemente, as propriedades destas moléculas. Assim, a fonte de carbono fornecida aos 
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micro-organismos é importante. A glicose é a fonte de carbono mais fornecida para o 

crescimento de micro-organismos, assim como o glicerol. O glicerol é uma fonte interessante 

de carbono, pois possibilita o uso do subproduto gerado na indústria de biodiesel no meio de 

cultura como nutriente (SANTOS et al., 2016). O uso de mais de uma fonte de carbono para 

suplementação do meio de cultura também é uma estratégia que permite a adaptação da cultura 

aos dois nutrientes, podendo até favorecendo a produção de biossurfactantes (HEMLATA; 

SELVIN; TUKARAM, 2015) 

A contaminação de solos, seja por substâncias orgânicas ou inorgânicas, é um problema 

ambiental comumente observado no Brasil e em outros países e resultante de processos naturais 

ou antropológicos (BUSTAMANTE; DURÁN; DIEZ, 2012). O arsênio (As) é encontrado 

distribuído em toda a crosta terrestre e é normalmente encontrado associado ao ouro, ao 

oxigênio ou enxofre, ocorrendo como arsenopirita (FeAsS), löllingita (FeAs2) e como elemento 

traço em Pirita (FeS2). Outras associações deste elemento também podem ser encontradas em 

minerais de estanho, cobre, chumbo, prata e zinco. 

O histórico de mineração de ouro e ferro na de região do Quadrilátero Ferrífero, localizada no 

estado de Minas Gerais apresenta significante contribuição antropogênica em relação à 

contaminação com arsênio e impacta solos e águas superficiais e subterrâneas e, 

consequentemente, a população da região (FIGUEIREDO et al, 2007). A liberação natural do 

arsênio da arsenopirita ocorre sob condições oxidantes e também por ação de micro-

organismos, que aceleram o processo de oxidação deste mineral, disponibilizando maior 

quantidade de arsênio no ambiente e propiciando sua solubilização e mobilidade (BORBA; 

FIGUEIREDO, 2004). Outras fontes de contaminação por arsênio também podem ser citadas 

como a queima de combustíveis fósseis, confecção de ligas metálicas e eletroeletrônicos, além 

do uso de alguns pesticidas e corantes (O’DAY, 2006). Embora ainda presente no processo de 

fabricação de vários produtos, o arsênio é altamente nocivo à saúde. Sua inalação, ingestão e 

absorção via mucosas podem ocasionar irritação gastrointestinal e dores abdominais e o contato 

prolongado pode ocasionar manifestações cutâneas, distúrbios neurológicos e vasculares, 

alterações renais e câncer (RATNAIKE, 2003). 

Diante da situação de exposição de mais de 150 milhões de pessoas em mais de 50 países à 

água potável contendo concentrações superiores ao máximo indicado pela Organização 

Mundial da Saúde (OMS), 10 μg.L-1, vários estudos têm sido desenvolvidos com o objetivo de 

estabilizar e tratar, via diferentes métodos, os solos que apresentam concentrações elevadas de 

arsênio. O foco são, principalmente, as frações móvel e trocável de arsênio com a finalidade de 
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evitar a mobilidade destes para a água, sendo esta a principal fonte de contaminação de arsênio 

(LIANG; PENG, 2017). Diante do exposto, os métodos biológicos e os que utilizam produtos 

biotecnológicos surgem como alternativa aos métodos convencionais como a mobilização, 

estabilização, vitrificação e lavagem de solo, por exemplo (MULLIGAN; YONG; GIBBS, 

2001).  

Neste contexto, a proposta deste trabalho é avaliar as condições de produção dos 

biossurfactantes produzidos por um consórcio de micro-organismos e a possibilidade do 

emprego de biossurfactantes na solubilização de contaminantes inorgânicos, dentre eles o As, 

a partir de amostras de solo contaminadas coletadas em regiões de mineração no município de 

Ouro Preto. 

1.2 – OBJETIVOS 

1.2.1 – GERAL 

O presente trabalho tem como objetivo estudar a produção de surfactantes por um consórcio 

microbiano e avaliar a aplicação dos mesmos na remediação de arsênio em solo proveniente da 

Mina de Chico Rei, localizada em Ouro Preto, MG, Brasil, com teores elevados deste elemento. 

1.2.2 – ESPECÍFICOS  

 Verificar a produção de biossurfactantes pelo consórcio microbiano estudado; 

 Determinar as condições de produção de extratos com maior atividade superficial 

verificada pela redução de tensão superficial e índice de emulsificação; 

 Avaliar a extração/lixiviação de arsênio em solos utilizando os extratos dos cultivos 

microbianos contendo biossurfactantes; 

 Avaliar a toxicidade do eluato das colunas de extração e a atenuação da toxicidade do 

solo após o tratamento proposto por meio de estudos de ecotoxicidade visando viabilizar 

a reutilização dos solos tratados com biossurfactante utilizando o extrato produzido na 

condição ótima de produção determinada.  
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1.3 – REVISÃO DA LITERATURA 

1.3.1 – ARSÊNIO 

O arsênio (As) é um elemento químico de número atômico 33, massa molar 75u e é o 20° 

elemento mais abundante na crosta terrestre estando distribuído em todos os continentes. Na 

tabela periódica, está localizado no grupo VA e apresenta configuração eletrônica [As]3d10 4s2 

4p3, quando na forma neutra. Devido às suas propriedades eletrônicas, o As é normalmente 

encontrado em quatro estados de oxidação (-3, 0, +3 e +5). Por possuir propriedades químicas 

de metais e não-metais, o As é classificado como semi-metal ou metaloide. Este elemento pode 

associar-se, principalmente por meio de ligações covalentes, a vários outros elementos, mas é 

comumente encontrado ligado ao oxigênio e ao enxofre (O’DAY, 2006). 

O As apresenta comportamento diverso no meio ambiente, em diferentes estados de oxidação 

e configurações, por isso ocorre no ar, solo, água, rochas, minerais plantas e animais. Embora 

esteja disperso na crosta terrestre, 99% do As é encontrado mineralizado e associado a rochas 

e minerais (FIGUEIREDO; BORBA; ANGÉLICA, 2007; HERATH et al., 2016). 

Historicamente, o As já foi utilizado como veneno, medicamentos, em processos metalúrgicos, 

em pigmentos, na pirotecnia e até mesmo em guerras (NRIAGU, 2002).  

Naturalmente, a ação do intemperismo, de micro-organismos, erupções vulcânicas e processos 

de erosão podem favorecer a liberação deste metaloide na natureza (HERATH et al., 2016). 

Atividades antropológicas, como a mineração, também podem favorecer a liberação deste 

metaloide. Assim, o monitoramento e a exposição a este elemento químico são focos crescentes 

de investigações diante dos efeitos toxicológicos associados ao As. 

1.3.1.2 – Química do Arsênio 

O As apresenta diversos comportamentos químicos devido às suas características e 

configuração eletrônica, que permitem a formação de vários compostos orgânicos e 

inorgânicos.  

 No solo e na água, as espécies arsenato, As (V), e arsenito, As (III), são as formas inorgânicas 

mais encontradas e, dentre as espécies orgânicas mais comum, podem ser citados o ácido 
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monometilarsônico, MMAs (V), e o ácido momometilarsínico, DMAs (III), cujas estruturas 

químicas podem ser verificadas na Figura 1.1. 

Figura 1.1 - Estrutura química de alguns compostos comuns de arsênio 

Ácido arsenioso 

As(III) 
 

pKa 1,2,3 = 9,23; 12,13; 13,40. 

Ácido 

monometilarsônico 

MMAs(III)  

pKa 1,2, =4,19; 8,77 

Ácido arsênico 

As(V) 
 

pKa 1,2,3 = 2,20; 6,97; 11,53. 

Ácido 

dimetilarsínico 

DMAs(V)  

pKa = 6,14 

Fonte: HERATH et al, 2016. 

No meio aquoso, os oxiânios arsenito e arsenato e as formas orgânicas metiladas são 

normalmente encontradas. Porém, a especiação do As em meio aquoso é dependente do pH e 

do potencial de oxirredução (Eh), por isso, o Diagrama de Pourbaix (Figura 1.2) é utilizado 

para prever possíveis fases de equilíbrio estáveis em um sistema.  

Como pode ser observado na representação gráfica do Diagrama de Pourbaix do As, o arsenato 

é predominante em condições óxicas (Eh>200 mV e pH 5-8), enquanto o arsenito pode ser 

encontrado em ambientes com características redutoras. Formas protonadas dos oxiânions são 

formadas no meio aquoso e o grau de desprotonação aumenta com o aumento do pH, como 

pode se observar pelos valores de pKa das espécies na Figura 1.1.  
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Figura 1.2 - Diagrama Pourbaix para espécies de As em meio aquoso no sistema As-O2-H2O 

a 25°C e a 1 bar de pressão total 

 

 Fonte: Smedley e Kinnburgh (2002) 

Tratando-se de compostos de As (V), em condições mais oxidantes e ácidas, há a 

predominância de H3AsO4 e a desprotonação dos hidrogênios ácidos ocorre com o aumento do 

pH, como mencionado, embora as condições oxidantes sejam abrandadas. Assim, observa-se, 

majoritariamente, H2AsO4
- em pH entre 2,2 e 6,97, HAsO4

-2 entre pH 6,98 e AsO4
3-em meio 

com pH acima de 11,53. 

Em relação aos compostos de As (III), observados em condições redutoras, a espécie neutra 

H3AsO3 prevalece até pH 9,2. A espécie H2AsO3
-predomina em pH entre 9,2 e 12, o HAsO3

2-, 

entre pH 12,1 e 13,4, e, em condições extremamente alcalinas, observa-se a forma totalmente 

desprotonada do ácido arsenioso.  

Segundo Smedley e Kinnburgh (2002), a literatura, muitas vezes, negligencia o grau de 

protonação das espécies ao abordar a especiação, o que desconsidera também a coexistência de 

mais de uma espécie no meio aquoso. Assim, a Figura 1.3 apresenta as especiações de arsenito 

e arsenato analisadas sob condições que favorecem cada uma das espécies. Para o arsenito, as 

espécies desprotonadas predominam em pH acima de 6 e, para o arsenato, as espécies H2AsO4
- 

e HAsO4
2- em equilíbrio entre pH 4 e 9. 
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Figura 1.3 - Especiação do Arsenito (a) e do Arsenato (b) em função do pH 
(força iônica, aproximadamente, 0,01 mol.L-1). 

 

Fonte: Smedley e Kinnburgh (2002) 

Em solos ricos em íons sulfeto (S2-), alguns metais podem formar compostos sulfetados 

insolúveis. Apesar de ainda apresentar mobilidade sob condições redutoras, quando em 

presença de S2
- sob condições ácidas e redutoras, a precipitação de As nas formas As2S3, AsS 

e outros minerais sulfetados contendo As pode ser favorecida (SMEDLEY; KINNIBURGH, 

2002; WANG; ZHAO, 2009; HERATH et al., 2016). 

1.3.2 – TOXICOLOGIA DO ARSÊNIO 

O As é uma das 10 substâncias de maior risco à saúde pública listadas pela Organização 

Mundial da Saúde (OMS) (WHO, 2019). O ser humano e animais são expostos ao As de 

diferentes fontes, sendo as principais, os alimentos e a água. Os efeitos do As sob o corpo 

humano relacionados aos seus estados de valência são conhecidos pela toxicologia e a 

distribuição de suas espécies é um fator importante ao se avaliar a toxicologia (TEIXEIRA, 

2004). As formas arsenicais inorgânicas são mais tóxicas e mais móveis em comparação às 

orgânicas (XU; ALLARD; GRIMVALL, 1991). 

A forma trivalente do As é mais tóxica que sua forma pentavalente e apresenta maior 

mobilidade no meio ambiente, o que potencializa o risco de contaminação relacionado à espécie 

(SMITH; NAIDU; ALSTON, 1998). 

Aproximadamente 80% do As ingerido por humanos é absorvido e seus compostos são 

distribuídos no fígado, rins, pulmões, no trato gastrointestinal e pele após 24 horas de absorção 
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(NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 1999). O As interage, na maioria das vezes, com 

substâncias relacionadas às rotas energéticas celulares, replicação e reparo de DNA. O As (V) 

é estruturalmente semelhante ao íon fosfato (PO4
3-) e sua toxicidade resulta na interferência do 

metabolismo do fósforo (P), importante elemento em vias metabólicas, como no metabolismo 

da glicose. O As (III) interage fortemente com os grupos sulfidrilas em aminoácidos como a 

cisteína, inativando enzimas no metabolismo celular intermediário (RATNAIKE, 2003; 

WANG; ZHAO, 2009). 

As intoxicações aguda e crônica por As são conhecidas há longo prazo, podendo ser fatais. A 

ação cancerígena foi inicialmente notada no século XIX e a literatura aborda este tópico com 

ênfase na correlação dos casos com as áreas de contaminação (NATIONAL RESEARCH 

COUNCIL, 1999; SAHA et al., 1999; GHOSH; MUKHOPADHYAY, 2018). Sintomas de 

intoxicação por AS incluem náuseas, dores abdominais, falência renal, manifestações 

neurológicas, acúmulo do elemento nas unhas e cabelo, manifestações cutâneas características 

deste tipo de intoxicação e podem evoluir até a morte do indivíduo contaminado (SAHA et al., 

1999).  

Baseando-se nas evidências dos efeitos toxicológicos e à exposição ao As, vários órgãos 

revisaram o limite máximo consentido para este metaloide na água potável. A Portaria 2914 (12 

de dezembro de 2011) do Ministério da Saúde do Brasil segue o limite máximo de 10 μg.L- 1 

de As em água potável recomendado pela OMS e há também a regulamentação do limite 

máximo de As (e outros contaminantes inorgânicos) nos alimentos na Resolução – RDC nº42, 

de 29 de agosto de 2013, do Ministério da Saúde. 

1.3.3 – ORIGEM DA CONTAMINAÇÃO DE ARSÊNIO 

O As é encontrado na atmosfera, solo, rochas naturais e organismos (SMEDLEY; 

KINNIBURGH, 2002). A disponibilidade desse metaloide na superfície terrestre é determinada 

pelo histórico geológico, intemperismo e também sofre influências relacionadas às fontes 

antropológicas de emissão do contaminante na área estudada (SMITH; NAIDU; ALSTON, 

1998). O metaloide também pode ser adsorvido em partículas e ser transportado no ar ou na 

água por longas distâncias (CHUNG; YU; HONG, 2014). 

No solo, a concentração de As varia de acordo com o material e rochas de origem do mesmo. 

Em solos não contaminados e com rochas não oriundas de minerais arsenicais, a concentração 
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média é, no máximo, 15 mg.kg-1 (SMEDLEY; KINNIBURGH, 2002). A concentração em 

ambientes aquáticos também pode ser diversa: em ambiente marinhos, a concentração média é 

0,02 μg.L- 1 podendo chegar a concentrações superiores a 850000 μg.L-1, em drenagens ácidas 

de minas (TEIXEIRA, 2004).  

Nas últimas décadas, a contaminação por As tem sido um problema ambiental em muitos países 

e a sua presença em altas concentrações na água para consumo é preocupação crescente. 

Estima-se que 150 milhões de pessoas consumam água com concentrações elevadas do 

metaloide, sendo os casos mais frequentemente reportados na Índia, Hungria, China, Camboja, 

México e USA, com concentrações entre 10 e 5000 μg.L-1(SMEDLEY; KINNIBURGH, 2002; 

SHANKAR; SHANKER; SHIKHA, 2014). No Brasil, algumas localidades do Quadrilátero 

Ferrífero apresentam concentrações preocupantes de As em solo, como reportado por 

Matschullat et al. (2000) em localidades próximas a Barão de Cocais, com média de 

100  mg.kg- 1, e em sedimentos, concentrações de até 550 mg.kg-1. Em ambientes aquáticos, na 

região de Passagem de Mariana e Ouro Preto, os estudos de Borba, Figueiredo & Cavalcanti 

(2005) constataram concentrações de até 2980 μg.L-1 de As em águas subterrâneas. 

Na Índia e Bangladesh, os casos estão relacionados à problemas de saúde pública devido à 

presença predominante da espécie mais tóxica do metaloide, As (III). Em 2008, amostras de 

água coletadas no norte de Bangladesh apresentavam concentração de ordem entre 0,059 a 

0,388 mg.L-1, atingindo valores de até 4,7 mg.L-1 em amostras coletadas em domicílios na 

região centro-sul do país (AHMAD; KHAN; HAQUE, 2018), valor quase 100 vezes superior 

ao permitido no país (50  μg.L-1). 

Contaminações com origens antropológicas também são comuns, dentre as principais pode-se 

citar os usos como pesticida na agricultura, conservante de madeiras, eletrônicos, indústrias e 

atividades mineradoras.  

1.3.3.1 - Arsênio e a mineração 

O As pode ser encontrado em mais de 200 minerais, sendo as associações com enxofre bastante 

comuns, e pode também ser encontrado absorvido em óxidos de Fe, Al e Mn, carbonatos e em 

matéria orgânica. Consequentemente, a disponibilização de As ocorre como consequência de 

reações que ocorrem na fase sólida por meio de processos inorgânicos ou biológicos 

(GOLDBERG; LESCH; SUAREZ, 2002; GONÇALVES, 2019). Dessa forma, pode ocorrer a 

transferência para a água por meio da dessorção e dissolução de minerais e sedimentos que o 
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contém. No caso de altas concentrações de As na água, a liberação do metaloide pode estar 

relacionada aos depósitos de minério, onde o metaloide é encontrado, predominantemente, na 

forma de arsenopirita, pirita e pirrotira. (SHANKAR; SHANKER; SHIKHA, 2014) 

Diante da exposição do mineral arsenopirita ao ar devido à atividade mineradora, processos de 

oxidação via O2 ou Fe+3 podem ocorrer em meio úmido por meio de processos inorgânicos ou 

bióticos com consequente formação de espécies arsenicais (SMITH; NAIDU; ALSTON, 1998). 

Alguns processos químicos de disponibilização do As mineralizado estão representados abaixo. 

1. A escorodita pode ser formada por meio da reação da arsenopirita presente no rejeito 

de mineração com água e oxigênio e, posteriormente, formar o Fe(OH)3 e liberar o As 

na forma de arsenato, como representado em (1.1 e (1.2. FeAsS +  2H2O +  3.5O2 →  FeAsO4. 2H2O +  SO42- +  2H+ (1.1) FeAsO4. 2H2O +  H2O ↔  Fe(OH)3 +  H2AsO4 
− +  H+ (1.2) 

2. A arsenopirita pode também ser oxidada e formar óxido hidratado de ferro (FeOOH), 

como representado na equação abaixo. FeAsS +  2H2O +  3.5O2 →  FeOOH +  H2AsO4 
− +  SO42- +  3H+ (1.3) 

3. O processo de oxidação por meio de reações com Fe+3 em meios ácidos por meio da 

atuação de bactérias como Acidithiobacillus ferrooxidans (ALTUN et al., 2014; 

KAMDE et al., 2018).  FeAsS +  13Fe3+ +  8H2O →  14Fe2+ +  H3AsO4 +  SO42- +  13H+ (1.4) 

No Brasil, a mineração é uma atividade amplamente praticada. O Quadrilátero Ferrífero (QF) 

é, historicamente, uma região onde a mineração de ouro e ferro ocorre desde o século XVIII. A 

distribuição do As nas rochas presentes na região tem forte associação com as rochas auríferas 

sulfetadas onde estão presentes 66 minas, das quais a maioria encontra-se fechada (BORBA; 

FIGUEIREDO; CAVALCANTI, 2004). Apesar da importância histórica e econômica, a 

mineração contribui para a contaminação de águas e solos com As, principalmente, na região 

das cidades de Mariana e Ouro Preto, onde as galerias criadas a partir da mineração de ouro 

estão dispersas na área urbana (GONÇALVES et al., 2010). Em 300 anos de atividade 

mineradora, estima-se que 390 mil toneladas de As tenham sido lançadas na região do QF 

(BORBA et al., 2018). Nos sedimentos e águas superficiais próximos às regiões de mineração 
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auríferas, Borba e seus colaboradores (2004) reportaram concentrações de As de até 

4500 mg.kg-1 nos sedimentos e de até 350 mg.L-1 na água. 

1.3.4 – SURFACTANTES E BIOSSURFACTANTES  

Os surfactantes são compostos anfifílicos cujas moléculas contém uma cadeia hidrofóbica 

composta por cadeia carbônica e uma porção hidrofílica, podendo esta ser não-iônica, aniônica, 

catiônica ou anfótera (BANAT et al., 2010). A porção hidrofóbica pode ser composta por uma 

cadeia linear ou ramificada, saturada ou insaturada, contendo anéis aromáticos ou apenas 

cadeias cíclicas. Devido à presença tanto de grupos hidrofílicos quanto hidrofóbicos na mesma 

molécula, estes compostos tendem a se organizar e adsorver nas interfaces, modificando as 

interações nesta região (BANAT; MAKKAR; CAMEOTRA, 2000). 

Entre as propriedades comuns desse tipo de moléculas, podem ser citadas o aumento de 

solubilidade de uma substância nas fases, redução da tensão superficial e a formação de micelas 

(NITSCHKE; PASTORE, 2002; MULLIGAN; WANG, 2006). 

Na interface de sistemas heterogêneos contendo surfactantes, há a orientação dos monômeros 

de acordo com as propriedades termodinâmicas. Como mostrado na Figura 1.4, quando em 

baixas concentrações, os surfactantes apresentam-se em forma monomérica e tendem a se 

concentrar na interface até a saturação da área da superfície desta. Entretanto, a partir de uma 

determinada concentração, denominada concentração micelar crítica (CMC), os monômeros 

tendem a se agrupar em estruturas denominadas micelas que se dispersam na fase. Então, a 

partir desta concentração, tem-se monômeros que permanecem na região de interface enquanto, 

na fase, há monômeros e micelas.
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Figura 1.4 - Representação gráfica da relação entre concentração de surfactante, a tensão 
superficial e o comportamento das moléculas de surfactante na fase. 

 
Fonte: Adaptado de SANTOS et al. (2016) 

Os surfactantes podem ser classificados como sintéticos ou naturais, provenientes de materiais 

vegetais e organismos, cujas propriedades serão abordadas posteriormente.  

O surfactantes sintéticos são, em sua maioria, produzidos com matérias-primas derivadas do 

petróleo (PENTEADO; EL SEOUD; CARVALHO, 2006). De acordo com Baker et al (2004), 

há relatos de uso de surfactantes na idade antiga e, tratando-se de surfactantes detergentes, a 

produção em maiores escalas iniciou-se na Alemanha durante a Primeira Guerra Mundial 

utilizando derivados petroquímicos. Dentre os detergentes mais utilizados, ao se avaliar 

historicamente o consumo, pode-se citar o Sulfonato de alquilbenzeno (ABS), o Sulfonato de 

alquilbenzeno linear (LAS) e o Dodecil sulfonato de sódio (SDS), cujas estruturas químicas 

estão representadas abaixo. 

Figura 1.5 - Estruturas químicas dos surfactantes: (A)  Sulfato de alquilbenzeno (ABS); 
(B)  Sulfato de Alquilbenzeno Linear (LAS) e (C)  Dodecil sulfonato de sódio (SDS). 

SO3H

SO3-Na+

A B

C
SO3-Na+

 

Fonte: Nitschke & Pastore (2002). 
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A biodegradabilidade dos surfactantes apresentados acima relaciona-se diretamente com a 

complexidade de sua cadeia carbônica. Os surfactantes que apresentam cadeia carbônica linear 

são mais facilmente degradados do que os que contém cadeias ramificadas, cíclicas ou anéis 

benzênicos. (PENTEADO; EL SEOUD; CARVALHO, 2006). 

Algumas propriedades como detergência, emulsificação, lubrificação, molhabilidade, 

solubilização e dispersão de fases conferem ampla aplicabilidade dos surfactantes em processos 

industriais. Estes ainda estão presentes na formulação de produtos de uso pessoal, como cremes 

dentais, cosméticos, alimentos e em produtos de limpeza, como detergentes e limpadores de 

superfície (MARCHANT; BANAT, 2012). 

1.3.5 – BIOSSURFACTANTES 

Os biossurfactantes (BS) são surfactantes naturais que podem ser extraídos de vegetais ou são 

produtos metabólicos de micro-organismos submetidos a determinadas condições de cultivo. 

Assim como os surfactantes sintéticos, apresentam regiões hidrofílicas e hidrofóbicas em suas 

moléculas e podem ser de baixo ou elevado peso molecular (PACHECO, 2008). 

A região hidrofílica é, normalmente, formada por grupos hidroxila, carboxilatos, fosfato, 

sulfato, sulfonato e peptídeos. Assim, há a classificação dos surfactantes sintéticos e naturais 

em quatro grupos (DROUIN; COOPER, 1992; MANIASSO, 2001): 

 Aniônico: apresentam estrutura química que apresenta grupos funcionais carregados 

negativamente e um contra íon de carga positiva; 

 Catiônico: apresentam estrutura química que apresenta grupos funcionais carregados 

positivamente e um contra íon de carga negativa; 

 Não-iônicos: não apresentam estruturas ionizáveis e apresentam, normalmente, 

estruturas poliméricas; 

 Anfóteros: surfactantes cujas moléculas grupos funcionais que, de acordo com pH e 

eletrólitos no meio, podem prevalecer a espécie aniônica, catiônica ou neutra. 

Os BS apresentam propriedades emulsificante, dispersante, solubilizante e de diminuição de 

tensões interfaciais de forma semelhante aos surfactantes sintéticos. Entretanto, apresentam 

maior compatibilidade com o meio ambiente, bem como estabilidade diante de alterações de 

temperatura, pH e salinidade, resistência a forças iônicas e ouras propriedades estruturais 
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importantes que aumentam seu potencial em aplicações industriais e utilização em processos 

de remediação (BANAT, 1995; MORIKAWA; HIRATA; IMANAKA, 2000; MULLIGAN, 

2005; RAHMAN; GAKPE, 2008; SOUZA; VESSONI-PENNA; DE SOUZA OLIVEIRA, 

2014; VARJANI; UPASANI, 2017). 

Uma outra propriedade interessante abordada por Santos et al (2016) é a especificidade que 

alguns BSs podem apresentar devido à complexidade da molécula e à presença de grupos 

funcionais que permitem aplicações mais específicas como na complexação de diferentes 

poluentes e desemulsificação de fluidos industriais, além da possível aplicação em alimentos 

específicos, fármacos e cosméticos. 

Os biossurfactantes podem ser classificados de acordo com a estrutura química e agrupados nas 

classes: glicolipídios, lipopeptídios, fosfolipídios, ácidos graxos, lipídios neutros e 

biossurfactantes poliméricos (DESAI; DESAI; 1993; ROSENBERG; RON, 1999; PIRÔLLO, 

2006). As principais classes e principais micro-organismos produtores estão apresentados no 

Quadro 1.1. 

Os glicolipídios compõe uma das classes mais populares de BS e a estrutura dos pertencentes a 

essa classe é composta por uma porção glicídica combinada a um ácido graxo. De acordo com 

a natureza dos glicolipídios, estes podem ser subdivididos em outros grupos: ramnolipídios, 

soforolipídios e trealolipídios (RAHMAN; GAKPE, 2008; INÈS; DHOUHA, 2015). 

A função exata dos BS para os organismos produtores ainda não foi completamente elucidada. 

Atribui-se algumas funções a estes, dentre elas, a emulsificação e solubilização de compostos 

insolúveis em água induzidos pelo substrato, transporte de nutrientes para o interior celular 

disponibilizando-os para serem metabolizados; aderência ou liberação da célula alterando 

propriedades da superfície celular; e atividade antibiótica, demonstrada, principalmente, pelos 

produtos da classe dos lipopeptídios e glicopeptídios, possibilitando maiores chances de 

sobrevivência e competitividade na busca por nutrientes (NITSCHKE; PASTORE, 2002). 

Os lipopeptídeos ocupam lugar de destaque no que diz respeito aos estudos ambientais. Os 

biossurfactantes mais estudados desde as primeiras pesquisas referentes a biorremediação e 

devido à abundante presença de seu produtor no ambiente são a surfactina e seus derivados, 

produzidos pela espécie Bacillus subtilis (ABU‐RUWAIDA et al., 1991). A surfactina é um 

lipopeptídeo cíclico formado por cadeia cíclica de sete aminoácidos ligada a uma cadeia de 

ácidos graxos por ligações lactônicas (ARIMA; KAKINUMA; TAMURA, 1968), como mostra 

a estrutura química na Figura 1.6. 
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Quadro 1.1 - Principais grupos de classificação e principais micro-organismos produtores 

Grupo 
Principais micro-organismos 

produtores 

Glicolipídios 

Ramnolipídios 
Pseudomonas aeruginosa 

Pseudomonas sp. 

Stenotrophomonas sp 

Soforolipídios 
Torulopsis sp. 

Starmella bambicola 

Candida batistae 

Trealolipídios 

Mycobactreium sp. 

Nocardia sp. 

Corynebacterium sp. 

Ahtrobacter sp. 

Rhodococcus erythropolis 

Lipopeptídios 

Acinetobacter sp. 

Candida lypolitica 

Bacillus subtilis 

Bacillus sp. 

Pseudomonas fluorescens 

Fosfolipídios 
Acinetobacter sp. 

Corynebacterium lepus 

Aspergillus sp. 

Ácidos graxos 
Arthrobacter paraffineus 

Capnocytophaga sp. 

Penicillium spirulisporum 

Lipídios neutros Corynebacterium insidibasseosum 

Poliméricos 
Acinetobacter calcoaceticus 

Mycobactreium thermoautotrophium 

Fonte: Nitschke & Pastore (2002); Santos et al. (2016). 

Figura 1.6 - Estrutura química da Surfactina 

 

Fonte: GUDIÑA et al. (2013) 
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1.3.5.1 - Produção de biossurfactante 

A diversidade de micro-organismos produtores de biossurfactantes é ampla e o estudo da sua 

produção tem ganhado destaque na biotecnologia devido à aplicabilidade em diferentes áreas. 

Entretanto, o estudo de uma comunidade produtora contendo mais de uma espécie é ainda 

pouco explorado pela literatura. 

A produção deste tipo de composto por micro-organismos pode ser espontânea, por indução 

através da alteração de pH ou temperatura, por exemplo, ou ser resultado de uma condição de 

estresse no crescimento (SANTOS et al., 2016).  

A primeira consideração a ser realizada na produção de BS é a escolha da fonte de carbono. 

Diversos estudos propuseram hidrocarbonetos (DASARI et al., 2014), glicose e glicerol 

(BUENO, 2008), óleos (MAKKAR; CAMEOTRA, 2002; SARUBBO; FARIAS; CAMPOS-

TAKAKI, 2007), glicerol (ACCORSINI, 2010; SILVA et al., 2010), resíduos industriais de 

diversas origens (NITSCHKE; PASTORE, 2006; JARA; ANDRADE; SAHARAN; SAHU; 

SHARMA, 2011; CAMPOS-TAKAKI, 2013; SARAVANAN; VIJAYAKUMAR, 2014; 

MARTINS; MARTINS, 2018; PARASZKIEWICZ et al., 2018;) e outros substratos que são 

ricos em nutrientes e cujo uso visa diminuir o custo da produção, além de serem uma opção de 

reutilização destes materiais.  

Embora as fontes alternativas de nutrientes sejam ótimas opções de produção, o substrato é um 

dos principais responsáveis pela estrutura final do biossurfactante. Considerando-se um 

substrato rico, a possibilidade de obtenção de número elevado de produtos metabólicos é alta, 

o que, consequentemente, reflete na complexidade da metodologia de recuperação, se sua 

aplicação requerer um produto puro. 

A segunda característica a ser observada no substrato para a produção de BS é o teor de 

nitrogênio. A concentração e a fonte de nitrogênio são importantes, bem como a razão 

carbono/nitrogênio. Os estudos de Robert et al. (1989), Onwosi & Odibo (2012) e Wu et al. 

(2008) com espécies do gênero Pseudomonas concordam que altos índices de 

Carbono/Nitrogênio, com excesso de nitrogênio, limitavam a produção de BS e favoreciam a 

síntese de material celular. Em contraste, a limitação de nitrogênio nas mesmas condições, 

propicia a produção do produto de interesse. Mulligan & Gibbs (1990) observaram ainda em 

seus estudos com ramnolipídios que a assimilação dos nitratos simula a condição limitante de 
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nitrogênio por ser metabolizado lentamente contrastando com a condição de se disponibilizar 

sais de amônio como fonte de nitrogênio, o que foi corroborado por posteriores estudos de 

Benincasa et al. (2002), Kim et al. (2006) e Saikia et al. (2012). 

A fim de detectar a produção de BS, vários métodos foram desenvolvidos, os mais comuns 

consistem na medida da tensão superficial (ABU‐RUWAIDA et al., 1991; PARRA et al., 1989) 

e índice de emulsificação (COOPER; GOLDENBERG, 1987; MAKKAR; CAMEOTRA, 

1997). A atividade hemolítica é um método bastante difundido e, algumas vezes, é o único 

método utilizado para a avaliação de produção de BS. Esse método é criticado por Youssef et 

al. (2004) por descartar a detecção de produção de BS sem apresentar atividade hemolítica e 

por apresentar mais de 15% de resultados falso positivo. 

Siegmund & Wagner (1991) desenvolveram uma técnica colorimétrica para detecção de BS 

aniônicos que tem como princípio a formação de um complexo iônico do BS com brometo de 

cetiltrimetilamônio e azul de metileno ao redor das colônias produtoras. Esse método 

qualitativo também pode ser utilizado para para quantificar o surfactante produzido. 

O método de espalhamento de gota, descrito por Morikawa et al. (2000), compreende a medida 

do halo formado quando uma solução contendo BS é disposta sobre uma superfície óleo-água. 

1.3.5.2 - Aplicações 

A grande variedade de biossurfactantes permite aplicações biotecnológicas em diversasa áreas 

como a indústria minerária, petrolífera, farmacêutica, alimentícia, têxtil, tintas, cosméticos, 

nanotecnologia, no meio ambiente e na medicina. As principais aplicações dos BSs são: 

 Indústria petrolífera: Os BS são utilizados na recuperação de petróleo retido nos poros 

e nos tanques e também têm aplicação direta na remediação de áreas comprometidas 

por estas atividades (SANTOS et al., 2016).  

 Indústria alimentícia: As propriedades emulsificante e desemulsificante dos BS podem 

ser exploradas na definição de consistências e texturas, dispersão de fases e 

solubilização de alguns componentes(NITSCHKE; COSTA, 2007). 

 Antimicrobiano: A atividade antimicrobiana, antifúngica e antiviral apresentada por 

alguns desses compostos ampliam ainda mais as possíveis aplicações em situações que 

o crescimento de micro-organismos não é desejado .  
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 Medicina: os estudos de Cao et al. (2010) reportam o potencial uso dos BSs, em especial 

os lipopeptídeos, como agentes antitumorais interferindo no processo de progressão de 

alguns tipos de câncer. Iturin, um BS produzido também por B. subtilis, e a surfactina 

apresentaram capacidade de inativar vírus causadores de herpes, retrovirus e outros 

vírus de RNA e DNA compactos (GUDIÑA et al., 2013; SANTOS et al., 2016). 

 Indústira de cosméticos: Utiliza esses compostos devido à compatibilidade com a pele, 

evitando assim reações indesejadas nos consumidores, além de explorar as propriedades 

emulsificantes e desemulsificantes assim como a indústria alimentícia (Nitschke & 

Pastore, 2002). 

 Processos de limpeza domésticos ou industriais: biossurfactantes podem atuar como 

substâncias ativas de limpeza como os detergentes comerciais.  

 Indústrias têxteis: O uso dos BSs está ligado à preparação das fibras e ao processo de 

tingimento dos tecidos (BANAT et al., 2010). 

Além destas possibilidades, a biorremediação surge como uma associação da busca por 

tecnologias mais compatíveis com o meio ambiente e da solução para episódios ambientais 

indesejáveis oriundos da ação antropológica. O tratamento de poluentes em solos e águas 

utilizando biossurfactantes vem sido enfatizada em vários trabalhos, principalmente, a partir de 

1980. A remediação de compostos orgânicos é predominante compreedendo estudos de 

remediação de corantes (Ghosh et al, 2015), hidrocarbonetos (DASARI et al., 2014; SOUZA; 

PENNA; OLIVEIRA, 2014; BORAH; YADAV, 2017) e olefinas (EL-SHESHTAWY et al., 

2014; MOHANRAM; JAGTAP; KUMAR, 2016). Além disso a remediação de metais no solo 

é também foco de diversos estudos (WANG; MULLIGAN, 2009a; CHAKRABORTY; DAS, 

2014a; FRANZETTI et al., 2014; KARNWAL; BHARDWAJ, 2014). 

1.3.5.3 – Remediação de solos contaminados utilizando biossurfactantes 

A estrutura química anfifílica dos BS torna esse grupo de substâncias muito versátil para ser 

aplicado para remediar vários tipos de substâncias. Biossurfactantes produzidos por plantas e 

micro-organismos têm sido utilizados na remediação de solos contaminados com metais, 

pesticidas e hidrocarbonetos a fim de melhorar a qualidade do solo (AHMAD et al., 2018).  

Os pesticidas são utilizados na agricultura com a finalidade de contenção de insetos, pragas e 

alguns micro-organismos. Mesmo não tendo sendo o alvo das aplicações, o solo absorve grande 

quantidade desse tipo de substância. Apresentando, normalmente, propriedades hidrofóbicas, 
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os pesticidas podem interagir com as partículas de solo por adsorção e forças eletrostáticas 

(BUSTAMANTE; DURÁN; DIEZ, 2012). 

A remediação de pesticidas tem como princípio a dessorção de compostos hidrofóbicos, 

fundamentada na redução da tensão interfacial entre as fases envolvidas (SINGH; VAN 

HAMME; WARD, 2007). Dessa forma, os BSs podem ser aplicados para facilitar o processo 

de dessorção e o transporte do contaminante para a fase líquida. A atuação dos BS pode 

envolver diretamente a ação como um agente extrator ou como uma forma de biodisponibilizar 

os contaminantes para degradação dos micro-organismos presentes no meio (CHAUDHARY 

et al., 2015). Esta é uma vantagem do uso de BS diante do uso dos surfactantes sintéticos, pois 

estes apresentam biodegradabilidade inferior, podem acumular e apresentar mobilidade no solo, 

podendo atingir águas subterrâneas e ser um contaminante em potencial, junto à substância que 

deveria tratar (BLACKWELL, 2000; SACHDEV; CAMEOTRA, 2013; AHMAD et al., 2018). 

Além disso, os BSs podem apresentar características de controle de pragas semelhantes às do 

pesticida e pode ser usado alternativamente aos pesticidas convencionais (KIM et al., 2004).  

O papel dos BSs na remediação e na biorremediação de hidrocarbonetos também é bastante 

reportado pela literatura. Os hidrocarbonetos são compostos hidrofóbicos e, assim como no 

caso dos pesticidas, são adsorvidos na superfície das partículas do solo. Da mesma forma, os 

BS agem na dessorção destes compostos, que podem ser removidos por processos de soil 

washing ou serem disponibilizados para degradação por micro-organismos do solo 

(DECESARO et al., 2017; LIU et al., 2017). Além da remoção de hidrocarbonetos utilizando 

os processos citados acima, a literatura também reporta o uso eficiente de micro-organismos 

produtores de BS para a degradação de hidrocarbonetos (CHAUDHARY et al., 2015; 

PRADHAN; PRADHAN, 2015; WU et al., 2016). O estudo conduzido por KHAN et al. (2017) 

comparou a degradação de hidrocarbonetos por espécies produtoras de BS Pseudomonas poae 

BA1, Acinetobacter bouvetti BP18, Bacillus thuringiensis BG3 e Stenotrophomonas rhizophila  

BG32 com a espécie não produtora Pseudomonas rhizosphaerae BP3 e observou que as 

espécies produtoras apresentaram aumento entre 15 e 30% na degradação de hidrocarbonetos 

em relação à espécie não produtora. A maior porcentagem de degradação neste estudo, 96,07%, 

foi observada para a espécie Pseudomonas poae BA1. De acordo com os estudos de Ivshina et 

al. (1998) utilizando a técnica de soil washing em um solo contaminado com óleo cru 

(100g.kg- 1), 92% de óleo cru foi removido por uma mistura de ramnolipídios produzidos por 

Rhodococcus sp. 
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Os metais são componentes naturais da matriz do solo e, devido a processos naturais ou 

antropológicos, podem se concentrar em determinadas localidades ocasionando alterações no 

ecossistema em geral, na qualidade do solo agricultável e podem ser um risco potencial à saúde 

humana. A remediação tem como base para a escolha do método a ser utilizado algumas 

características como a composição do solo, localização do local a ser remediado, concentração 

e disponibilidade do metal nas frações do solo.  

Embora o objetivo de remoção de contaminantes orgânicos e inorgânicos seja o mesmo, é 

importante considerar que há uma principal diferença: os contaminantes orgânicos são passíveis 

de serem degradados, em alguns casos até a mineralização, enquanto os inorgânicos, 

principalmente os metais, podem apenas serem transformados, o que pode aumentar a 

mobilidade ou toxicidade do contaminante, e também serem encontrados em suas formas 

oxidadas (MILLER, 1995). Por isso, os biossurfactantes são importantes ferramentas na 

remediação destes contaminantes.  

A literatura com foco na aplicação de BS na remediação de metais ainda é pouco explorada 

utilizando diferentes espécies e ainda há a necessidade de pesquisas para elucidação de suas 

características e propriedades (CHAKRABORTY; DAS, 2014b). Porém, diante da eficiência e 

o potencial de uso dos BS para este fim, o número de estudos e publicações tem aumentado 

(SARUBBO et al., 2015). 

A partir das publicações pioneiras de Miller (1995) e Herman, Artiola e Miller (1995) 

enfatizando a remoção de cádmio (Cd), chumbo (Pb) e zinco (Zn) utilizando BS e resultados 

de remoções entre 40 e 70%, outros estudos foram desenvolvidos e a remoção de outros metais 

investigada. O estudo de Luna et al (2016) reportou remoção de chumbo (Pb), ferro (Fe) e zinco 

(Zn) de solo contaminado com resíduos industriais de baterias utilizando biossurfactante 

aniônico produzido por Candida sphaerica UCP0995. De forma similar, os estudos Kim & 

Vipulanandan (2006) reportaram 76% de remoção de chumbo em solo e o estudo de Wang &  

Mulligan (2004) reporta remoção de 68,1 e 73,2% para cádmio e níquel, respectivamente, 

utilizando técnica de soil flushing. 

A fitorremediação e soil washing são algumas das principais estratégias têm sido utilizadas para 

a remediação de metais (AHMAD et al., 2018), ambas podem ser combinadas com micro-

organismos produtores de BS para aumentar a eficiência de remediação. Wu et al. (2006) 

reportaram que a inoculação de Psedudomonas putida 06909 nas raízes de girassóis aumentou 

a eficiência de remediação de solo contaminado com Cd em 40%. Em relação a contaminantes 
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orgânicos, o aumento da eficiência da remediação também é observado, como o aumento de 

71% na remediação de solo contaminado com gasolina reportado no estudo de Almansoory et 

al. (2015), quando a técnica de fitorremediação utilizando Ludwigia octovalvis é combinada 

com o uso biossurfactantes em suas raízes.  

O Quadro 1.2 apresenta alguns dos estudos realizados de diferentes contaminantes utilizando 

biossurfactantes. 

A remediação de As utilizando biossurfactantes também é foco de estudos e é uma tecnologia 

com bom custo benefício e muito eficiente (HAYAT et al., 2017). Dentre os biossurfactantes 

utilizados para fins ambientais de remediação e biorremediação de solos contaminados com As, 

destacam-se os lipopeptídeos e ramnolipídios e os micro-organismos produtores destes. No 

Quadro 1.3 estão apresentados alguns estudos que abordam o tema. 

O estudo de Wang & Mulligan (2009b) avaliou remoções de até 120 mg.kg-1 de As de resíduos 

de mineração aplicando a técnica de soil washing utilizando ramnolipídios e, em outro estudo, 

utilizando a técnica de soil flushing, 148 mg.kg-1 de As foi removido (WANG; MULLIGAN, 

2009a). Também visando a remediação de rejeitos de mina, os estudos de Arab (2017) 

obtiveram 32,58% de mobilização de As utilizando solução de soforolipídios 1% (m.v-1). Liao, 

Li & Yan (2016) reportaram remoção de 38,5% de As após o tratamento de solo de mina 

abandonada utilizando a técnica de soil washing. 

Os BSs também podem ser utilizados para remediar áreas industriais como mostrados nos 

estudos de Gusiatin (2014), obtendo 38,2% de remoção de As utilizando solução de ácido tânico 

e 22,2% utilizando saponina 3% (m.v-1), e os estudos de Yang et al. (2016), que obtiveram 

31,5% de eficiência de remoção de As ao tratar solo de fábrica de fundição. 

Valores elevados de remoção de As foram observados nos experimentos conduzidos por 

Mukhopadhyay et al. (2013) utilizando um BS vegetal obtido da Sapindus mukorossi. O 

tratamento proposto pelo estudo obteve até 86% de As, entretanto os estudos foram conduzidos 

com um solo contaminado artificialmente utilizando sal de As, por isso, o As apresentava-se 

majoritariamente adsorvido no solo e não nas outras frações deste.  

Diante da eficiência dos processos que utilizam produtos biotecnológicos, como os 

biossurfactantes, comprovada pelos estudos citados para remediação de metaloides e o 

problema ambiental e de saúde pública da região de Ouro Preto, MG relacionada à 
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contaminação de As, estudos de atenuação da contaminação deste metaloide podem ser 

conduzidos para verificar a viabilidade e desempenho destes processos em solos da região. 
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Quadro 1.2 - Estudos de remediação de solos contaminados por diversas substâncias utilizando biossurfactantes. 

 

Contaminante  
Concentração do 

contaminante 
(ppm) 

Micro-organismo 
produtor de BS / BS 

Tempo de 
tratamento 

Remoção (%)  Referências 

Carbendazim 200 
Rhodococcus sp D-1 

2 dias 
56,7 

BAI et al. (2017) 
Rhodococcus sp D-1 + RL 97,3 

α-Endosulfan 1420-3400 
Consórcio: Bordetella petrii 
I GV34, B. petrii II GV36 

25 dias 100 
ODUKKATHIL & 

VASUDEVAN (2015) 

Óleo diesel 20000 Pseudomonas poae BA1 30 dias 96,07 KHAN et al. (2017) 

Fenantreno  2000 
 Consórcio: B.stratosfericus, 

B. subtilis, B. megaterium e 

Pesudomonas aeruginosa 
25 dias 88 

BEZZA & CHIRWA 
(2016) 

Óleo cru 100000 
Rhodococcus sp. + mistura 

de biossurfactantes 
Soil washing 92 IVSHINA et al. (1998) 

Hexadecano 4 Pseudomonas fluorescens 2 95 
BARATHI & 

VASUDEVAN (2001) 
Zn 
Pb 
Fe 

1470 
3038 
1877 

Candida sphaerica 
UCP0995 

Soil washing 
68 
65 
80 

LUNA; RUFINO & 
SARUBBO (2016) 

Pb 100 Ramnolipídio Soil washing 76 
KIM & 

VIPULANANDAN 
(2006) 

Cd 
Ni 

1706 
2010 

Ramnolipídio Soil flushing 
68,1 
73,2 

WANG & MULLIGAN 
(2004) 
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Quadro1. 3 - Estudos de remediação de solos contaminados por arsênio substâncias utilizando biossurfactantes. 

 

Matriz  
Concentração do 

contaminante 
(mg.kg-1) 

Micro-organismo produtor 
de BS / BS 

Tipo de 
tratamento 

Remoção/ 
Mobilização  

Referências 

Solo de instalações 
industriais abandonadas 

3574,8 

Ácido tânico 3% (m.v-1) 

Soil washing 

38,2% 

GUSIATIN (2014) 

Saponina 3% 3% (m.v-1) 22,2% 

Rejeitos de mineração 2180 Ramnolipídio JBR425 
Extração 

sequencial 
5,50% 

(120 mg.kg-1) 
WANG & 

MULLIGAN (2009b) 

Solo rico em ferro 
contaminado 

artificialmente com 
Na2HAsO4.7H2O 

52,5 Saponina 1% (m.v-1) 
Soil leaching em 

sistema down 

flow 

65% 
MUKHOPADHYAY 

et al.( 2013) 

Solo de fábrica de fundição 560 
Biossurfactante produzido por 

Burkholderia sp. Z-90 
Biolixiviação 31,6% YANG et al. (2016) 

Solo de mina abandonada 555,79 
Solução ácida de 

Ramnolipídios 1% (m.v-1)  
Soil washing 38,5% 

LIAO, LI & YAN, 
(2016) 

Rejeito de mineração 2578,8 Soforolipídios 1% (m.v-1) 
Extração 

sequencial 
32,56 ARAB (2017) 
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1.4.6 – ENSAIOS DE ECOTOXICIDADE  

A ecotoxicologia é uma ferramenta de monitoramento ambiental, cujos princípios se baseiam 

na resposta de organismos individuais a alguma fonte de estresse química (MAGALHÃES; 

FERRÃO-FILHO, 2008). Assim, esta é uma ciência com objetivo de estudo dos fenômenos de 

intoxicação ambiental e suas consequências com finalidade de impedir, prever e prevenir uma 

determinada intoxicação e de determinar possíveis métodos para saber como interromper, 

reverter e remediar uma determinada remediação (AZEVEDO; CHASIN, 2003). 

Os inúmeros estresses químicos que podem afetar um ecossistema incluem os metaloides, que 

sendo essenciais ou não, em excesso, têm efeito tóxico nos organismos (BELO, 2013). Dentre 

essas substâncias, destaca-se o arsênio, considerado extremamente tóxico ao ambiente. A 

Associação Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) (2004) descreve a toxicidade como uma 

propriedade inerente à substância que produz efeitos danosos aos organismos expostos a ela 

durante um período de tempo a concentração específica; esses efeitos podem ser de inibição da 

reprodução, redução de crescimento, imobilidade e mortalidade dos organismos-testes. 

Os ensaios de ecotoxicologia utilizando bioindicadores e biosensores são utilizados para 

monitorar o nível e os danos de poluição em ecossistemas através do uso de organismos animais 

ou vegetais. A espécie vegetal Allium cepa é classificado pela USEPA (United States 

Environmental Protection Agency) como uma das espécies vegetais mais difundidas para 

monitoramento ambiental (GRANT, 2002). Esta espécie é utilizada para avaliação de 

toxicidade de compostos químicos, nanomateriais, metaloides e também para avaliar a poluição 

em solos e águas (ATHANÁSIO; PRÁ; RIEGER, 2014). 

Para avaliações de ecotoxicologia utilizando Allium cepa, há a possibilidade de uso do bulbo e 

das sementes da espécie. Os estudos de Caritá & Marin-Morales (2008) reportam que o uso de 

sementes pode ser mais vantajoso do que o de bulbos devido à fixação dos danos durante a 

divisão celular no crescimento e os efeitos causados por esses danos podem interferir no 

desenvolvimento do organismo e, consequentemente, afetar o ecossistema como um todo. Os 

efeitos podem ser observados por avaliação da mutagenicidade das células meristemáticas do 

vegetal e também por alterações macroscópicas como a inibição do crescimento de raízes e 

folhas, tumores e alterações de cor (FREITAS, 2016). 
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Estudos utilizando Allium cepa para avaliação ecotoxicológica em áreas de mineração e os 

efeitos causados pelos rejeitos da atividade também são conduzidos. Os estudos de Quadra et 

al. (2019) observaram efeitos citogênicos e anormalidades cromossômicas nas células da raiz 

do vegetal após exposição à água do Rio Doce coletada posteriormente ao desastre da barragem 

de Fundão, em Mariana, MG. A espécie também é muito utilizada para avaliar a eficiência de 

processos de remediação. No estudo de Geremias et al., (2012), Allium cepa foi utilizada para 

avaliar a aplicação de carvão calcinado no tratamento da drenagem ácida de mina (DAM) e 

reportaram que o tratamento proposto reduz os efeitos tóxicos da DAM sobre a planta. Netto et 

al. (2013) também reportaram a eficácia do tratamento de DAM com sedimento calcinado, 

proveniente de estação de tratamento de efluentes industrial, utilizando ensaios 

ecotoxicológicos com Allium cepa. 

Os biossurfactantes apresentam alto potencial de aplicação em remediação de solos 

contaminados com metais e metaloides. Os estudos conduzidos em diversas matrizes de solo 

utilizando diversos tipos de BS demonstram a versatilidade de aplicação destas substâncias e a 

sua eficiência.  

Diante do problema de saúde pública ocasionado pela contaminação de solo e corpos d’água 

com As, o presente trabalho apresenta uma proposta de tratamento para solos contaminados 

com esse metaloide utilizando extratos de biossurfactantes produzidos por um consórcio 

microbiano.  
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CAPÍTULO 2 

Estudo da produção de Biossurfactante 

2.1 – INTRODUÇÃO 

Os biossurfactantes (BS) são surfactantes naturais que podem ser extraídos de vegetais ou 

podem ser produto do metabolismo de micro-organismos em determinadas condições. Várias 

bactérias, leveduras e fungos são capazes de produzir biossurfactantes (BANAT, 1995). A 

produção de BS pode ser espontânea ou induzida devido à presença de alguma substância, 

variações de temperatura, pH, agitação, aeração, ou quando a célula é mantida sob condições 

de estresse, como a depleção de algum nutriente necessário para o crescimento das células 

(SANTOS et al., 2016). Por isso, os nutrientes fornecidos às células e a forma química em que 

se encontram influenciam diretamente no tipo e no rendimento do BS produzido.  

O carbono é um dos nutrientes essenciais para o crescimento e desenvolvimento celular, assim 

a fonte de carbono fornecida aos micro-organismos influencia o metabolismo celular e, 

consequentemente, o rendimento e a estrutura da cadeia carbônica do BS. Glicerol, glicose, 

manitol, hidrocarbonetos e fontes alternativas de carbono, como óleo de oliva, óleo de soja, 

óleo de coco e resíduos industriais, são ricos em nutrientes e são utilizados com a finalidade de 

diminuir o custo de produção, além de serem uma opção para a utilização destes materiais 

(SARAVANAN; VIJAYAKUMAR, 2014; SARI; KUSHARYOTO; ARTIKA, 2014). 

Embora as fontes alternativas de nutrientes sejam interessantes para a produção e para a 

destinação destes resíduos e subprodutos, o substrato utilizado para crescimento dos micro-

organismos é determinante na estrutura final dos surfactantes. A complexidade do substrato 

resulta na produção de diversos produtos metabólicos, o que pode requerer processo de 

purificação subsequente, de acordo com o grau de pureza requerido para o processo no qual 

será aplicado o BS obtido. 

A produção de BS pode ser verificada por meio de vários métodos, principalmente, pelo índice 

de emulsificação e medida da tensão superficial (COOPER; GOLDENBERG, 1987; 

MAKKAR; CAMEOTRA, 1997). Outros métodos como a atividade hemolítica (YOUSSEF et 
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al., 2004) e o espalhamento de gota (MORIKAWA; HIRATA; IMANAKA, 2000) também são 

utilizados. 

Embora a interação dos micro-organismos no meio ambiente seja intensa e essencial para a 

manutenção do ecossistema, a literatura carece de estudos abordando a interação destes para 

produzir BSs, limitando-se apenas ao estudo dos micro-organismos isolados, situação 

dificilmente encontrada no meio ambiente. Por isso, este trabalho enfatiza a produção de BS 

por consórcios microbianos e aplicação destes em processos de remediação de solos. 

Como mencionado anteriormente, a influência da temperatura, pH, tempo de cultivo e 

nutrientes presentes no meio são fatores determinantes no processo de produção de BS. Assim, 

é importante estabelecer as condições que favorecem o desenvolvimento das espécies 

produtoras de BS.  

O planejamento de experimentos, também conhecido como Design of Experiments (DOE), é 

um método que utiliza ferramentas estatísticas, matemáticas e computacionais visando a 

avaliação e otimização das condições experimentais de um processo. Esse método permite que 

os experimentos sejam planejados com objetivo de fornecerem informações de máxima 

relevância para análise de dados (FERREIRA et al., 1999; TEÓFILO & FERREIRA, 2006). 

Dessa forma, o planejamento de experimentos compreende uma abordagem planejada para 

avaliação de variáveis definidas e pode ser aplicado a sistemas biológicos. O método tem como 

objetivo a determinação de relações de causa e efeito para a minimização do número de ensaios, 

identificação dos fatores significativos de um sistema e o uso de uma estratégia de avaliação 

que confira confiabilidade às soluções obtidas após as sequências de experimentos 

(BRERETON, 2003).  

Diante do exposto, o presente trabalho visou determinar as condições que favorecem a produção 

de BS pelo consórcio microbiano estudado, avaliando e otimizando as variáveis independentes 

(i) razão glicose/glicerol, (ii) pH, (iii) tempo de cultivo e (iv) temperatura, utilizando 

planejamento experimental multivariado com metodologia de superfície de respostas (SRM). 
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2.2 – METODOLOGIA  

2.2.1 – ORIGEM DO CONSÓRCIO MICROBIANO 

O consórcio microbiano utilizado nesse trabalho é pertencente ao acervo de Laboratório de 

Biotecnologia da Escola de Farmácia da Universidade Federal de Ouro Preto. O consórcio foi 

obtido de amostra coletada na Lagoa do Gambá, em Ouro Preto, Mina Gerais, Brasil 

(20°43’51.11’’ S e 43°30’0.63’’ O) e foi inicialmente cultivado em meio Postgate C, em 

condições com baixas concentrações de oxigênio. O consórcio foi empregado em um reator 

anaeróbio destinado à remoção concomitante de arsênio e sulfato (LOPES, 2014; MATOS, 

2016; MATOS et al., 2018), alimentado com meios de cultura Postgate B. Posteriormente, o 

consórcio microbiano foi adaptado ao cultivo utilizando-se os meios de cultura Postgate C 

modificado e McKeen para avaliar o potencial de produção de BS, durante tal processo, as 

células microbianas foram também adaptadas, gradativamente, ao cultivo em aerobiose. Para 

otimizar a produção de BS, vários meios de cultura foram testados até a otimização com o 

emprego de um meio desenvolvido no próprio Laboratório de Biotecnologia da Escola de 

Farmácia da Universidade Federal de Ouro Preto, doravante denominado Meio S (GOMES, 

2017). 

Essa e outras amostras vêm sido empregadas em diversos estudos do grupo de pesquisa 

relacionados à remediação de contaminantes inorgânicos, entre eles, arsênio e sulfato em solos 

e efluentes. A verificação da produção de BS foi realizada por meio da medida da tensão 

superficial e índice de emulsificação. A cultura proveniente do cultivo em meio Postgate B foi 

selecionada para o desenvolvimento deste trabalho. 

2.2.2 – MANUTENÇÃO DO CONSÓRICO MICROBIANO 

As amostras foram cultivadas em meio S desenvolvido no Laboratório de Biotecnologia 

Ambiental por Gomes (2017), cuja composição foi estabelecida baseando-se em trabalhos para 

a produção e cultivo de bactérias produtoras de surfactantes descritos em Bueno (2008) e 

Pacheco (2008). A composição do meio S está descrita na Tabela 2.1 

A fim de padronizar e utilizar parâmetros para comparações posteriores, a massa de micro-

organismos na cultura foi determinada. A padronização foi realizada medindo-se a massa do 
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pellet obtido um volume conhecido de extrato após etapa de centrifugação (ThermoFisher 

Heraeous Multifuge X1R), a 15720 x g por 20 minutos, à 20 °C. A massa de pellet foi 

ressuspensa em meio de cultura estéril recém preparado, transferido para Erlenmeyer e 

adicionado meio de cultura estéril até o volume total desejado. (GOMES, 2017) 

 

Tabela 2.1 – Composição do meio de cultura S (meio S) utilizado nos cultivos do consórcio 

Meio S 
Composição  

(g.L-1) 
MgSO4.7H2O 0,50 

KCl 0,10 
CaCl2 0,01 

NaNO3 7,00 
FeSO4.7H2O 0,01 

K2HPO4 1,00 
Extrato de Levedura 0,10 

Glicose 10,0 
Glicerol 1,0% (v/v) 

Os cultivos para manutenção dos micro-organismos foram realizados utilizando o meio com 

razão glicose/glicerol (glu/gly) 1,0, no qual o crescimento é evidenciado pela alteração na 

turbidez e a produção de espuma observável a olho nu. Os cultivos foram realizados em 

Erlenmeyers de acordo com o volume total do meio na proporção de 2:5. Os frascos foram 

vedados com rolhas de algodão e as culturas foram mantidas sob agitação em incubadora de 

agitação orbital (Quimis, Modelo 0816M20) a 200 rpm, 30 ºC, por 7 dias.  

O meio S apresenta proporção 1:1 de duas fontes diferentes de carbono: glicose e glicerol. A 

fim de investigar o efeito de cada uma delas na produção de BS pelo consórcio, diferentes 

razões de glicose e glicerol (0,5; 1,0; 1,5 e 2,5), foram aplicadas em cultivos realizados em meio 

com pH 7,5, durante 7 dias, em temperatura de 30 °C. 

2.2.3 – IDENTIFICAÇÃO DO CONSÓRCIO MICROBIANO 

2.2.3.1 – Preparo da amostra 

O pellet de células foi preparado a partir da centrifugação de à 15720 x g por 30 minutos a 

20 °C (ThermoFisher Heraeous Multifuge X1R). Posteriormente, a massa de células foi 
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ressuspensa em 20 mL de solução salina de Cloreto de sódio 0,9% utilizando vortex (Mixar, 

série 7787) e a etapa de centrifugação foi realizada novamente. Este procedimento foi realizado 

três vezes e, na terceira vez, o pellet foi recuperado, transferido para eppendorf estéril e 

encaminhado para a análise. 

 

2.2.3.2 - Identificação da comunidade bacteriana por meio de análise metagenômica do 

gene DNA 16s 

O sequenciamento foi realizado no Laboratório Multiusuário de Genômica da Universidade 

Federal de Ouro Preto com o apoio do Laboratório de Biologia e Tecnologia de Micro-

organismos (LBTM). 

A extração de DNA da amostra foi feita com o kit DNeasy PowerSoil (QIAGEN®), seguindo 

o protocolo recomendado. A quantificação de DNA na amostra foi feita em um 

espectrofotômetro do tipo NanoDropTM (Thermo Fisher Scientific) na faixa de comprimento de 

onda de A260/A280 nm.  

Em seguida, foi realizada a amplificação parcial do gene ribossomal DNA 16s, utilizando 

reação em cadeia de polimerase (PCR, do inglês Polymerase Chain Peaction) com barcode 

específico, que funciona como identificador de cada amostra utilizando os oligonucleotídeos 

PF GTGCCAGCMGCCGCGGTAA e PR CCGTCAATTYYTTTRAGTTT (FOUHY et al., 2016). 

A PCR foi conduzida para volume final de 30 µl, contendo 3 µl de Buffer (10 x); 1,13 µl de 

dNTP (10 mM); 1,5 µl de MgCl2 (50 mM); 4,5 µl de oligonucleotídeo senso (1 µM); 4,5 de 

oligonucleotídeo antisenso (1 µM); 20 ng de DNA; 0,48 µl de Platinum® Taq (Invitrogen) 

(5U/µl). A amplificação foi realizada em termociclador Biocycler®, em um ciclo inicial de 5 

minutos por 94 ºC, seguido de 35 ciclos de 30 segundos a 94 ºC, 1 minuto a 57 ºC, 1 minuto a 

72ºC e um ciclo final de 5 minutos a 72ºC. 

Para verificação da amplificação de DNA, as amostras foram submetidas à eletroforese em gel 

de agarose 0,8%, contendo brometo de etídeo eluído em TAE uma vez, tempo de corrida de 20 

minutos a 90V. A visualização da qualidade do DNA foi realizada sob luz ultravioleta e 

registrou-se a imagem em um sistema fotodocumentador. 
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O produto final da amplificação acima citada foi purificado utilizando o kit PCR Purification 

(QIAquick®) de acordo com as instruções do fabricante e novamente avaliou-se a integridade 

do mesmo por eletroforese em gel de agarose. Por fim, realizou-se o sequenciamento da amostra 

purificada, carregando-se o chip 318 v2 (Life technologies, USA) com 25  µl de amostra, e este 

inserido no sequenciador Ion PGM (Life technologies, USA). Os kits Ion PGM Hi-Q View 

Chef (Reagentes e Soluções) e Ion PGM Hi-Q View 29 Sequencing (Life technologies, USA) 

foram utilizados para a preparação do sequenciador para a leitura. A análise dos dados obtidos 

foi realizada no software Ion Reporter™ (Thermo Fisher Scientific). 

2.2.4 – CARACTERIZAÇÃO DOS EXTRATOS DE BIOSSURFACTANTE  

2.2.4.1 – Preparo da amostra 

O extrato foi preparado a partir da centrifugação à 15720 x g por 30 minutos a 20 °C 

(ThermoFisher Heraeous Multifuge X1R) e a posterior retirada do líquido sobrenadante com a 

finalidade de obtenção do extrato livre de células. 

2.2.4.1 – Medida da tensão superficial 

O método de Du Nouy, também conhecido como método do anel foi utilizado para a medida 

da tensão superficial de todas as amostras. O método baseia-se na medida indireta do trabalho 

necessário para aumentar a área superficial de um líquido através de um mecanismo 

compreendido por um anel conectado a um dinamômetro, como mostra a Figura 2.1.  
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Figura 2.1 - Tensiômetro de Anel de Du Nouy (A) e Cela para estabilização de 
temperatura (B). 

 

   

As medidas de tensão superficial foram realizadas utilizando uma cela, a fim de estabilizar a 

temperatura como indicado na Error! Reference source not found.1 (B), sabendo-se que a tensão 

superficial é influenciada pela temperatura.  

Para as medidas, 30 mL de extrato foram transferidos para a cela e, após homogeneização da 

temperatura em 25 °C por 10 minutos para e realizou-se as medidas, em quadruplicata, para os 

extratos em pH 3, 7 e 11. A alteração do pH foi realizada utilizando solução de HCl 1 mol.L-1 

ou NaOH 1 mol.L-1
 e a aferição realizada utilizando pHmetro (DIGIMED, DM-20) com 

eletrodo combinado de platina-Ag/AgCl (DMR-CP1). 

2.2.4.2 – Índice de emulsificação 

O índice de emulsificação é determinado adicionando-se 2 mL de parafina e 2 mL de 

sobrenadante, obtido após centrifugação dos extratos (centrífuga Thermo Multifuge X1R) 

15720 x g e 20 minutos, à 20 °C. A mistura foi agitada em vortex (Mixar, série 7787) por 1 min 

e deixada em repouso por 24 horas. Após o tempo de repouso, a altura da emulsão foi medida 

e calculada conforme a equação. 

100
(cm) coluna da  totalaltura

(cm) emulsão de coluna da altura
=(%) IE x  (2.1) 
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2.2.4.3 – Efeito do congelamento na tensão superficial 

O efeito do congelamento e descongelamento dos extratos de razão glu/gly 0,5; 1,0; 1,5 e 2,5 

foi investigado para os valores de pH 3, 7 e 11, aferido utilizando pHmetro (DIGIMED, DM-

20) com eletrodo combinado de platina-Ag/AgCl (DMR-CP1), por 24, 48 e 72 horas. Em tubos 

Falcon de 50 mL, 40 mL do extrato foram congelados a -18 °C pelo tempo determinado. Após 

o período de congelamento, as amostras foram descongeladas à temperatura ambiente até a 

fusão de toda a amostra e a tensão superficial verificada como descrito no item 2.2.4.1.  

2.2.5 – PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL PARA A PRODUÇÃO DE 

BIOSSURFACTANTES 

A determinação das condições ótimas para a produção de BS pelo consórcio microbiano foi 

realizada a partir de planejamentos experimentais multivariados, tendo como primeira etapa a 

triagem, utilizando planejamento fatorial 24 com triplicata no ponto central, e Metodologia de 

Superfície de Respostas (RSM), realizada por meio de planejamento composto central esférico 

com triplicata no ponto central.  

Os experimentos previstos pelo planejamento experimental foram realizados transferindo-se 

10 mL do cultivo inicial em meio S (razão glicose/glicerol:1,0) para um Erlenmeyer de 250 mL 

contendo 40 mL de meio de cultura com pH ajustado com auxílio de solução de HCl 1 mol.L-1 

ou NaOH 1 mol.L-1 previamente esterilizado (15 minutos à 120 °C). Os frascos foram mantidos 

em agitador orbital sob temperatura constante por determinado período de tempo, alterando-se 

apenas os níveis das variáveis a serem estudadas para os valores descritos no item 2.2.5.1. Após 

o cultivo, o índice de emulsificação foi determinado. 

2.2.5.1– Triagem 

Os planejamentos fatoriais podem ser representados por bk, onde b representa o número de 

níveis e, k, o número de variáveis. Na etapa de triagem, dois níveis são estabelecidos, 

codificados como (+1) para o nível mais alto e (-1) para o nível mais baixo. A partir desta 

codificação, a matriz de coeficientes de contraste pode ser construída, na qual as linhas 

representam as condições do experimento determinadas por cada nível. Quando o número de 

variáveis é superior a 3, o uso de replicatas em todos os pontos pode aumentar de forma 
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significativa o número de ensaios. Como alternativa, utiliza-se um nível intermediário (0), cujo 

valor numérico corresponde à média dos valores dos níveis das variáveis empregado, e as 

réplicas são realizadas neste ponto para o cálculo do erro (PARAMESWARAN et al., 2006). 

A triagem, primeira etapa do planejamento experimental multivariado, compreendeu a 

estimativa do efeito dos fatores (variáveis independentes) sobre a resposta (variável 

dependente). Como mencionado anteriormente, esta etapa foi realizada a partir de um 

planejamento fatorial completo 24 com triplicata no ponto central, totalizando 19 ensaios. As 

replicatas são realizadas como ferramenta de estimativa de erro, com nível de confiança de 

95%, utilizando o software Statistica 13. As variáveis dependentes e os níveis estudados na 

triagem estão apresentados na Tabela 2.2 e foram determinados de acordo com observações 

prévias do comportamento do consórcio microbiano. 

Tabela 2.2 - Variáveis independentes e níveis avaliados na triagem - planejamento fatorial 
completo 24 com triplicata no ponto central - para produção de BS 

Variáveis 
Níveis 

-1 0 +1 

X1 pH 5,50 7,50 9,50 

X2 Tempo (dias) 3 5 7 

X3 Razão Glicose/glicerol (m.v-1) 0,5 1,5 2,5 

X4 Temperatura (°C) 25 30 35 

* O nível 0 corresponde ao ponto central do planejamento. 

2.2.5.2 - Metodologia de superfície de resposta 

O planejamento CCDR baseia-se no modelo de equação polinomial de segunda ordem para as 

variáveis avaliadas, como apresentado em (2.5). 

eXXXX
ji

ji

j

ijiiiii  



k

 1 - i

2
k

1  i
0 +   = Y  (2.5) 

Na qual Y representa a resposta, β0 a constante, , βi  o coeficiente do efeito do coeficiente do 

efeito quadrático, , βij o coeficiente da interação dos efeitos, Xi e Xj o nível das variáveis. 

A partir dos resultados obtidos pela etapa de triagem utilizando o planejamento fatorial 24 com 

replicatas no ponto central, o efeito das variáveis sobre a resposta foi verificado e os níveis de 

cada variável foram delineados novamente. Para a otimização da produção de BS, aplicou-se o 

planejamento composto central esférico (CCDR), estudando as quatro variáveis em cinco 
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níveis, totalizando 27 ensaios experimentais que incluíram um planejamento fatorial 24 (16 

ensaios) contendo pontos da parte cúbica (níveis ±1), 8 pontos axiais codificados como ±α, 

onde α = (2k)1/4, em que k é número de variáveis e 3 ensaios no ponto central.  

A combinação de valores das variáveis que fornecem a condição ótima de produção de BS, com 

a estimativa de erro realizada por meio de triplicata no ponto central em nível de 95% de 

confiança, foi realizada nesta etapa utilizando o software Statistica 13 Academic. A análise de 

variância (ANOVA) foi utilizada para avaliar o modelo obtido, em nível de significância de 5% 

dos valores preditos e observados e também dos resíduos. 

As variáveis independentes e os níveis avaliados no CCDR estão apresentados na Tabela 2.3. 

Tabela 2.3 - Variáveis independentes e níveis avaliados no planejamento composto central 
esférico com triplicata no ponto central 

Variáveis 
Níveis 

-2 -1 0 +1 +2 

X1 pH 4,5 6 7,50 9 10,5 

X2 Tempo (dias) 1,5 3 4,5 6 7,5 

X3 Razão Glicose/glicerol (m.v-1) 0,25 0,5 1,5 2,5 3,25 

X4 Temperatura (°C) 25 30 35 40 45 

* O nível 0 corresponde ao ponto central do planejamento. 

2.3 – RESULTADOS E DISCUSSÃO 

2.3.1 – Caracterização microbiana por sequenciamento genético 

Ao se tratar de amostras biológicas de origem ambiental é importante ressaltar que as interações 

entre os micro-organismos da comunidade são essenciais para a manutenção da mesma, sendo 

o isolamento de culturas puras um processo de difícil condução e, muitas vezes, de improvável 

sucesso. Por isso, técnicas mais robustas de identificação são necessárias (LIM et al., 2014; 

SAMARAJEEWA et al., 2015). 

Utilizando a tecnologia Ion Torrent® foi possível caracterizar o consórcio em nível de gênero. 

A Figura 2.2 apresenta um esquema da análise filogenética obtida na análise do DNA 

ribossomal 16s utilizando Íon Torrent. 
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A análise filogenética identificou o filo Proteobacteria como o majoritário no consórcio e a 

predominância da classe γ-Proteobacteria. Esta classe é ampla, inclui vários gêneros e é diversa, 

compreendendo organismos de diferentes morfologias, temperaturas ótima de crescimento de 

amplo range, adaptabilidade às condições de aerobicidade e de tropismo (WILLIAMS et al., 

2010). Devido à amplitude e constante discussão em relação à filogenia das γ-Proteobacteria, a 

classe compreende importantes representantes com aplicações ambientais, patógenos e 

membros endossimbióticos (FLINTOFT, 2003). A diversidade genética devido à transferência 

horizontal de gênero têm sido uma dificuldade nos estudos filogenéticos desta classe, pois pode 

estabelecer relações mais estritas entre espécies que não necessariamente se assemelham, mas 

que são importantes na evolução da classe (FLINTOFT, 2003; NAVARRE, 2016). 

Pertencentes à classe γ-Proteobacteria, duas ordens, Pseudomonadales e Xanthomonadales, e 

duas famílias foram detectadas, Pseudomonadaceae e Xanthomonadaceae. A ordem 

Pseudomonadales compreende as famílias Pseudomonadaceae e Moraxellaceae (GARRITY; 

BELL; LILBURN, 2005).  

Figura 2.2 – Resultados da análise de identificação do consórcio por Íon Torrent e as 
porcentagens relativas à predominância no consórcio estudado 
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A família Pseudomonadaceae compreende organismos de grande importância ambiental, tais 

como os gêneros Rhizobacter, Azotobacter e Azomonas, e importantes produtores de biofilme 

e biossurfactantes, como algumas espécies dos gêneros Pseudomonas e Acinetobacter 

(BARATHI; VASUDEVAN, 2001; SINHA; PAUL, 2012; PHAN; ABU BAKAR; HAMZAH, 

2013; ALI KHAN et al., 2017 ). 

O gênero Pseudomonas apresenta micro-organismos com morfologia de bacilo, são flagelados 

e raramente não apresentam motilidade; são principalmente aeróbios, mas podem ter o nitrato 

como aceptor de elétrons, o que permite crescimento em condições anaeróbicas; apresentam 

catalase positiva; são amplamente distribuídos no meio ambiente e compreende algumas 

espécies patogênicas a plantas, humanos ou animais (IGLEWSKI, 1996; SILBY et al., 2011). 

Estudos que utilizam produtos metabólicos da espécie Pseudomonas aeruginosa com atividade 

superficial para a remediação de metaloides são referência e comumente reportados na literatura 

(WANG; MULLIGAN, 2009b; ABDEL-MAWGOUD; LÉPINE; DÉZIEL, 2010; 

CHELLAIAH, 2018). A espécie também tem sido utilizada com sucesso na degradação de 

contaminantes orgânicos (DASARI et al., 2014; LIU et al., 2018). Outras espécies foco de 

estudos de produção de BS e cuja eficiência em processos de remediação de solos e águas tem 

sido verificada são Pseudomonas putida (JANEK; ŁUKASZEWICZ; KRASOWSKA, 2013) e 

Pseudomnas fluorescens (ABOUSEOUD et al., 2008; SARIN; SARIN, 2010). 

A presença de membros da família Xanthomonadaceae, pertencente à ordem Xanthomonadales, 

foi detectada no consórcio em estudo. Os organismos dessa família são gram-negativos, com 

morfologia de bacilo, não formadores de esporos, catalase positiva e estritamente aeróbios. Esta 

ordem compreende também espécies com capacidade de motilidade; as colônias apresentam 

normalmente coloração amareladas devido a presença de xantomonadinas e algumas espécies 

produzem xantana (SADDLER; BRADBURY, 2005). 

O gênero Stenotrophomonas é o único capaz de reduzir nitrato , por isso, pode se desenvolver 

em ambientes aneróbicos (SADDLER; BRADBURY, 2005) e a presença do mesmo foi 

identificada no consórcio em estudo. Este gênero compreende espécies identificadas em água e 

solo, muitas vezes, associados a raízes de plantas. A espécie Stenotrophomonas maltophilia 

apresenta algumas cepas de crescente preocupação devido à patogenicidade e resistência à 

antibióticos (BROOKE, 2012), mas outras culturas produtoras de BS também são foco de 

estudos com aplicações ambientais nos últimos 10 anos. Os estudos com este fim têm 

abordagens na remediação de hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (TRIPATHI et al., 2019), 

óleo diesel (LARIK et al., 2019), óleo cru (GARGOURI et al., 2017), pireno (SINGH et al., 
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2015), de metais como o ferro (HEMLATA; SELVIN; TUKARAM, 2015) e da atividade da 

espécie Stenotrophomonas koreensis, também produtora de BS, na remediação de metais 

pesados (PATIL et al., 2012). Propriedades fungicidas (JAKOBI et al., 1996) e larvicidas 

(DEEPALI; SNEHA; SUCHETA, 2014) também são reportadas para compostos com atividade 

superficial produzidos pela espécie Stenotrophomonas maltophilia. 

Espécies de ambos os gêneros Pseudomonas e Stenotrophomonas e as suas capacidade de 

produção de biossurfactantes têm sido estudados amplamente e alguns exemplos estão descritos 

na Tabela 2.4. Nestes trabalhos percebe-se a possibilidade de se utilizar diversas fontes de 

carbono utilizada com meio de cultura mineral base para o cultivo dos micro-organismos e 

produção de BS. Além disso, em alguns estudos como o de PATIL et al. (2012), diversas fontes 

de carbono são avaliadas para otimizar a produção de bioproduto com atividade superficial. As 

diferentes condições de manutenção da cultura e de produção de BS estão relacionadas com a 

metabolização dos nutrientes disponíveis no meio por cada espécie. As estruturas químicas e 

propriedades dos BS produzidos podem variar com os nutrientes disponíveis no meio. Porém, 

as porções hidrofóbicas dos biossurfactantes produzidos pela maioria dos representantes dos 

gêneros Pseudomonas e Stenotrophomonas são classificados como glicolipídios e 

ramnolipídios, como verificado por Patil et al. (2012), Hemlata; Selvin e Tukaram (2015) e 

Tripathi et al. (2019).  
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Tabela 2.4 - Espécies produtoras de biossurfactantes pertencentes aos gêneros detectados na análise metagenômica 

 

 

Micro-organismo Fonte de carbono 
Condições de 

cultivo 
Aplicação Referências 

Pseudomonas aeruginosa 
Extrato de levedura e acetato 

de sódio 
37 °C, 24 horas Remediação de Cd em solo 

GHAIMA & MOHAMED 
(2017) 

Pseudomonas aeruginosa Glicose 
37 °C, 170 rpm, 

96 horas 
Remediação de Cd e Pb em solo JUWARKAR et al. (2007) 

Pseudomonas cepacia CCT6659 
Resíduo de óleo de soja 

utilizado em fritadeiras e licor 
de maceração de milho 

30 °C, 250 rpm, 
144 horass 

Remoção de óleo de motor de solo 
ROCHA E SILVA et al., 

(2014) 
Pseudomonas picketti CCT5031 

Resíduo de refinaria de 
semente de algodão 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 Glicose 
37°C, 200 rpm, 

72 horas 
Recuperação de terras raras via 
mecanismos de complexação 

HOGAN et al. (2017) 

Pseudomonas stutzeri ATCC 17588 Óleo cru 
30 °C, 150 rpm, pH 

7,5,  168 horas 
Biodegradação de óleo cru 

EL-SHESHTAWY et al. 
(2014) 

Pseudomonas. fluorescens G7 Glicerol 
30 °C, 200 rpm, 

24 horas 
Remoção de Cd e Zn SARIN & SARIN (2010) 

Stenotrophonomas maltophilia IITR87 Glicose 30 °C, 72 horas 
Remediação de Hidrocarbonetos 

poliaromáticos 
TRIPATHI et al. (2019) 

Stenotrophonomas maltophilia Oléo diesel 
37°C, 200 rpm, 

96 horas 
Degradação de hidrocarbonetos 

MARIASHOBANA; 
NALINI; 

THANGAPANDIAN (2014) 

Stenotrophomonas koreensis 

Avaliação de diferentes fontes 
de carbono (glicose,  manitol, 
sacarose, amido, glicerol, oléo 

de oliva e dodecano) 

30°C, pH 6, 
30 horas 

Remediação de Cd e Pb PATIL et al. (2012) 
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2.3.5 – Características dos extratos de biossurfactantes cultivados em meio de cultura com 

diferentes razões glicose/glicerol 

A medida da tensão superficial e do índice de emulsificação foram as aferições que 

fundamentaram a estimativa da produção de biossurfactante. Os cultivos de razão glu/gly 0,5; 

1,0; 1,5 e 2,5 foram realizados em temperatura de 30 °C. Tratando-se de um consórcio 

microbiano, a alteração das variáveis no cultivo tem efeitos diferentes sobre a comunidade 

microbiana e podem favorecer o desenvolvimento de diferentes espécies e a produção de BS 

diferentes.  

As tensões superficiais e os índices de emulsificação verificados para os cultivos de razão 

glu/gly 0,5; 1,0; 1,5 e 2,5 estão apresentadas na Tabela 2.5. 

Tabela 2.5 – Tensão superficial dos cultivos com diferentes razões glicose/glicerol à 25 °C 

Cultivo 
Tensão superficial  

(mN.m-1) 
Água 69±2 
R 0,5 32 ±0.83 
R 1,0 30±1.22 
R 1,5 35±0.70 
R 2,5 30±0.71 

Os surfactantes são capazes de reduzir a tensão superficial da água por interagirem com as 

moléculas de água e reduzirem as forças de coesão entre elas (SATPUTE et al., 2010). Os 

valores determinados para os extratos apresentam médias diferentes em termos de tensão 

superficial, com resultados entre 30 e 35 mN.m-1, como mostra a Tabela 2.6.  

Tabela 2.6 – Análise de variância da tensão superficial verificada nos extratos de diferentes 
razões glu/gly contendo BS  

Fonte de variação SS df MS F P-value F crit 
Entre os grupos 66.6875 3 22.22917 20.92157 4.66x10-5 3.4903 

Nos grupos 12.75 12 1.0625    
       

Total 79.4375 15     

O efeito da alteração pH dos cultivos na atividade superficial também foi avaliado em pH 3, 7 

e 11. Na Figura 2.3 estão apresentados os valores de tensão superficial verificados para os 

diferentes valores de pH. Observa-se que o pH não influenciou consideravelmente a tensão 

superficial, confirmando a propriedade de estabilidade do extrato (SANTOS et al., 2016). O 
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índice de emulsificação foi uma propriedade mais afetada pelo pH. Este fato é observado, 

principalmente, nos extratos de razão glu/gly 1,5 e 2,5 e podem estar relacionados à protonação 

de grupos funcionais presentes nas moléculas dos biossurfactantes.  

O comportamento do extrato proveniente do meio de cultura com razão 2,5 apresentou-se 

semelhante ao observado nos estudos de Wang et al. (2011), nos quais índices de emulsificação 

apresentaram valores inferiores em pH abaixo de 6 e valores elevados em pH neutro e alcalino, 

e não foram observadas alterações na tensão superficial. 

Figura 2.3 - Tensão superficial e índice de emulsificação observados em extratos com pH 3, 7 
e 11 para os extratos com Razão glu/gly. A – 0,5. B - 1,0 C –1,5. D - 2,5 
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A atividade superficial verificada nos extratos em pH ácido é interessante, pois permite que o 

BS seja utilizado no tratamento de solos e águas ácidas, tendo em vista que alguns surfactantes 

sintéticos e naturais tendem a precipitar nesta condição. Esta propriedade, entretanto, pode ser 

dificultar a purificação dos mesmos, tendo em vista que alguns processos de purificação podem 
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utilizar a precipitação causada pela redução de pH como etapa inicial para precipitar alguns 

tipos de BS para posterior purificação (SHAH et al., 2016; WEBER et al., 2012). Estabilidade 

em concentrações salinas entre 1 e 5 % (m.v-1) de NaCl e temperatura até 50° C também foram 

reportadas para o mesmo consórcio (COELHO, 2018). 

A estabilidade após processo de gelo e degelo em diferentes valores de pH também foi 

investigada com objetivo de verificar a possibilidade de armazenamento e preservação em 

baixas temperaturas. As tensões superficiais verificadas após o congelamento a -18 °C por 24, 

48 e 72 horas após degelo em temperatura ambiente. 

Figura 2.4 - Tensão superficial observada em extratos com pH 3, 7 e 11 após congelamento 
por 24, 48 e 72 horas para os extratos com Razão glu/gly. A –0,5. B - 1,0. C –1,5. D –2,5. 
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Ao comparar as tensões superficiais antes e após o processo de congelamento e degelo, observa-

se que a tensão superficial não apresentou grandes variações em diferentes valores de pH, assim 
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como observado para o extrato antes de ser submetido ao processo. Entretanto, os extratos dos 

cultivos com razão glu/gly 0,5 e 1,5 apresentaram-se mais sensíveis ao resfriamento do que os 

extratos R1,0 e R2,5 em todos os tempos de congelamento avaliados. Comportamento 

semelhante de redução de atividade, em termos de índice de emulsificação, foi reportado por 

Aquino (2011) em estudo de BS produzido Bacillus velezensis.  

2.3.4 – Planejamento experimental para estudo da produção de biossurfactante 

2.3.4.1 – Triagem: Planejamento experimental fatorial 24 

O meio de cultura desempenha papel fundamental no desenvolvimento celular e na conversão 

no produto de interesse, bem como outras propriedades como temperatura e tempo de cultivo. 

Este fato justifica a escolha das variáveis para este estudo. 

A partir dos níveis estabelecidos, elaborou-se a matriz de experimentos com os resultados de 

índice de emulsificação observados Tabela 2.7 com 19 experimentos, sendo os três últimos 

referentes ao ponto central.  

Diante da tabela apresentada, nos experimentos 4 e 6 foram obtidos os maiores valores de índice 

de emulsificação. Para estes ensaios, observa-se que, para o mesmo valor de pH (9,5) e mesma 

temperatura (25 °C), aumentando-se a razão glu/gly, ou seja, ao aumentar a concentração de 

glicose, há aumento de 5 % em um tempo menor de cultivo. A razão glu/gly é importante 

variável deste sistema, pois compreende as concentrações de diferentes fontes de carbono 

determinadas anteriormente como necessárias para a produção no caso deste consórcio e 

também possibilita a utilização de glicerol proveniente de outros processos industriais. A 

variação da fonte de nutrientes propicia também a produção de diferentes metabólitos e 

produtos biológicos. 
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Tabela 2.7 - Resultados em termos do índice de emulsificação (%) do planejamento fatorial 
completo 24 com triplicata no ponto central. Os valores entre parênteses representam os 

níveis decodificados. 

Planejamento fatorial completo 24 

Ensaio pH 
Tempo 
(dias) 

Razão 
Glicose/glicerol 

(m.v-1) 

Temperatura 
(°C) 

Índice de 
emulsificação 

(%) 
1 -1 (5,5) -1 (3) -1 (0,5) -1 (25) 21,24 
2 +1 (9,5) -1 (3) -1 (0,5) -1 (25) 27,51 
3 -1 (5,5) +1 (7) -1 (0,5) -1 (25) 0 
4 +1 (9,5) +1 (7) -1 (0,5) -1 (25) 52,75 
5 -1 (5,5) -1 (3) +1 (2,5) -1 (25) 26,66 
6 +1 (9,5) -1 (3) +1 (2,5) -1 (25) 57,52 
7 -1 (5,5) +1 (7) +1 (2,5) -1 (25) 20 
8 +1 (9,5) +1 (7) +1 (2,5) -1 (25) 0 
9 -1 (5,5) -1 (3) -1 (0,5) +1 (35) 30,05 
10 +1 (9,5) -1 (3) -1 (0,5) +1 (35) 16 
11 -1 (5,5) +1 (7) -1 (0,5) +1 (35) 24,04 
12 +1 (9,5) +1 (7) -1 (0,5) +1 (35) 30,6 
13 -1 (5,5) -1 (3) +1 (2,5) +1 (35) 23,14 
14 +1 (9,5) -1 (3) +1 (2,5) +1 (35) 50 
15 -1 (5,5) +1 (7) +1 (2,5) +1 (35) 25,95 
16 +1 (9,5) +1 (7) +1 (2,5) +1 (35) 10 
17 0 (7,5) 0 (5) 0 (1,5) 0 (30) 32,45 
18 0 (7,5) 0 (5) 0 (1,5) 0 (30) 32,57 
19 0 (7,5) 0 (5) 0 (1,5) 0 (30) 32,09 

 

Por meio de elementos da análise de variância, a qualidade do modelo estatístico empregado 

foi avaliada e os resultados estão expressos na Tabela 2.8. 

Tabela 2.8 - Tabela ANOVA para o modelo matemático linear com curvatura obtida pelo 
planejamento fatorial completo 24 com triplicata no ponto central.  

FV SQ GL MQ F calc p-valor 

Regressão 2488,77 14 177,77 
0,414 0,90 

Resíduos 1718,96 4 429,74 

Falta de ajuste 1718,83 2 859,42 
13773 7,26.10-5 

Erro puro 0,13 2 0,062 

SQ Total 4477,717 18    

% da variação explicada (R2) =55,79% 

FV: fonte de variação; SQ: soma quadrática; GL: número de graus de liberdade; MQ: média 
quadrática; F calc: valor do teste F calculado e p-valor: parâmetro estatístico p 
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A partir da Tabela 2.8, verifica-se que a regressão não foi significativa (p > 0,05) e a falta de 

ajuste foi significativa (p < 0,05). Os valores do parâmetro p destacados em negrito foram os 

que se mostraram significativos a 95% de confiança pelo teste t-Student. Este é um forte 

indicativo de que os dados não se ajustam ao modelo linear e que um modelo com mais robustez 

deve ser investigado. Outro indicativo de que os dados não podem ser descritos pelo modelo 

linear, é a significância da curvatura indicada pelo valor de p igual a 0,0001, muito inferior ao 

p- valor 0,05 adotado como limite de significância. Por isso, mesmo que a significância das 

variáveis e interações sejam verificadas como mostrado no Diagrama de Pareto (Figura 2.5), 

outros modelos de ordem não linear devem ser investigados para a descrição do sistema. 

Figura 2.5 - Diagrama de Pareto de efeitos padronizados do estudo de triagem para a 
produção de biossurfactante. Média Quadrática do erro puro = 0,062 
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 2.3.4.2 – Metodologia de Superfície de Respostas  

O Planejamento Composto Central Esférico foi posteriormente explorado para a otimização das 

variáveis selecionadas na maximização da produção de biossurfactante. A  

Tabela 2.9 apresenta a matriz experimental para as quatro variáveis com 27 experimentos, 

incluindo três replicatas no ponto central.  

A análise de variância Tabela 2.10 foi utilizada para avaliar do modelo quadrático para 

descrever esse sistema. 
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Tabela 2.9 – Matriz de planejamento composto central esférico com triplicata no ponto 
central e o respectivo resultado em índice de emulsificação (%). Os valores entre parênteses 

representam os níveis decodificados. 

Planejamento composto central esférico 

Ensaio pH 
Tempo 
(dias) 

Razão 
Glicose/glicerol 

(m.v-1) 

Temperatura 
(°C) 

Índice de 
emulsificação 

(%) 

1 -1 (6,0) -1 (3,0) -1 (1,00) -1 (30) 45,00 

2 -1 (6,0) -1 (3,0) -1 (1,00) +1 (40) 38,00 

3 -1 (6,0) -1 (3,0) +1 (2,50) -1 (30) 42,50 

4 -1 (6,0) -1 (3,0) +1 (2,50) +1 (40) 0,00 

5 -1 (6,0) +1 (6,0) -1 (1,00) -1 (30) 47,00 

6 -1 (6,0) +1 (6,0) -1 (1,00) +1 (40) 41,30 

7 -1 (6,0) +1 (6,0) +1 (2,50) -1 (30) 50,00 

8 -1 (6,0) +1 (6,0) +1 (2,50) +1 (40) 51,40 

9 +1 (9,0) -1 (3,0) -1 (1,00) -1 (30) 52,90 

10 +1 (9,0) -1 (3,0) -1 (1,00) +1 (40) 29,82 

11 +1 (9,0) -1 (3,0) +1 (2,50) -1 (30) 55,56 

12 +1 (9,0) -1 (3,0) +1 (2,50) +1 (40) 26,65 

13 +1 (9,0) +1 (6,0) -1 (1,00) -1 (30) 40,32 

14 +1 (9,0) +1 (6,0) -1 (1,00) +1 (40) 0,00 

15 +1 (9,0) +1 (6,0) +1 (2,50) -1 (30) 41,18 

16 +1 (9,0) +1 (6,0) +1 (2,50) +1 (40) 0,00 

17 -2 (4,5) 0 (4,5) 0 (1,75) 0 (35) 23,15 

18 +2 (10,5) 0 (4,5) 0 (1,75) 0 (35) 50,00 

19 0 (7,5) -2 (1,5) 0 (1,75) 0 (35) 40,00 

20 0 (7,5) +2 (7,5) 0 (1,75) 0 (35) 31,82 

21 0 (7,5) 0 (4,5) -2 (0,25) 0 (35) 10,52 

22 0 (7,5) 0 (4,5) +2 (3,25) 0 (35) 32,87 

23 0 (7,5) 0 (4,5) 0 (1,75) -2 (25) 35,68 

24 0 (7,5) 0 (4,5) 0 (1,75) +2 (45) 29,07 

25 0 (7,5) 0 (4,5) 0 (1,75) 0 (35) 36,82 

26 0 (7,5) 0 (4,5) 0 (1,75) 0 (35) 34,10 

27 0 (7,5) 0 (4,5) 0 (1,75) 0 (35) 39,20 
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Tabela 2.10 - Tabela ANOVA para o modelo matemático quadrático obtido para o 
planejamento composto central esférico com replicata no ponto central.  

FV SQ GL MQ F calc P 

Regressão 4143,16 14 295,94 
1,5257 0,2349 

Resíduos 2327,63 12 193,97 

Falta de ajuste 2314,60 10 232,76 
35,7429 0,0275 

Erro puro 13,02 2 6,51 

SQ Total 6470,78 26    

% da variação explicada (R2) = 64,03% 

FV: fonte de variação; SQ: soma quadrática; GL: número de graus de liberdade; MQ: média quadrática; 
F calc: valor do teste F calculado e p-valor: parâmetro estatístico p 

Diante dos resultados obtidos na Análise de Variância (ANOVA), observa-se que o modelo 

quadrático é capaz de explicar 64,03 % da variabilidade do sistema. Porém, o ajuste do modelo 

não é verificado pela regressão do sistema e pela falta de ajuste. Para que o processo possa ser 

descrito pelo modelo de segunda ordem, a regressão deve ser significativa (p < 0,05) e a falta 

de ajuste não deve ser significativa (p > 0,05), o que não é observado para o sistema em estudo 

com 95% de confiança pelo teste t de Student. 

A SRM é bastante utilizada em diversos tipos de processos. Em processos biológicos, é utilizada 

para a otimização dos componentes de meios de cultura e para a avaliação das melhores fontes 

de carbono para a produção de biossurfactante como no estudo de Mutalik et al. (2008) e, assim 

como nas pesquisas de Mouafi, Abo Elsoud e Moharam (2016) para a otimização das condições 

do processo para produção de BS pelo micro-organismo Bacillus Bravis. Entretanto, na 

literatura, tratando-se da produção de BS, a metodologia foi aplicada apenas para a otimização 

dos parâmetros de cultivos para culturas puras. 

As variáveis avaliadas são parâmetros essenciais para o crescimento celular e metabolismo dos 

micro-organismos. Como o sistema em estudo trata-se de um consórcio microbiano com 

diferentes espécies, estas podem possuir diferentes condições ótimas de crescimento e com 

necessidades nutricionais diferentes (NAJAFI et al., 2010). Portanto, alterações nesses 

parâmetros podem favorecer determinada espécie do consórcio estudado e alterar as interações 

do sistema como um todo.  

A complexidade de interações entre espécies do consórcio também é uma variável importante 

cujos efeitos e interações com as variáveis significativas deste sistema são desconhecidos. 
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Tratando-se de um consórcio, os efeitos sinérgicos de interação entre os micro-organismos são 

essenciais para a manutenção da comunidade. 

Como alternativa, ensaios foram conduzidos avaliando de forma univariada pH (5,5-9,5), tempo 

de cultivo (1-7 dias), razão glu/gly (0,5 -2,5) e temperatura (25-35 °C), mantendo constantes as 

outras variáveis em valores de pH 7,5, tempo de cultivo 3 dias, razão glu/gly 1,0 e temperatura 

30 °C. Os resultados estão apresentados nas Tabela 2.11. É importante ressaltar que o pH final 

do extrato não foi alterado e que todos as culturas apresentaram pH entre 6,5 e 8. 

Tabela 2.11 - Análise univariada: avaliação da influência das variáveis do cultivo no índice 
de emulsificação do extrato 

Razão 
Glicose/glicerol 

(m.v-1) 
pH 

Tempo de 
Cultivo 
(dias) 

Temperatura 
( °C) 

Índice de 
emulsificação 

(%) 
0,5 

7,5 3 30 

43,5 

1,0 37 

1,5 31,4 

2,0 39,3 

2,5 45 

1,0 

5,5 

3 30 

33 
6,5 47 
7,5 - 
8,5 36,7 
9,5 52,9 

1,0 7,5 

1 

30 

27,19 
2 29,3 
3 37 
4 32,50 
5 39,63 
6 40 
7 45 

1,0 7,5 3 

25 45 

30 37 

35 40,6 

Diante da presença de espécies das famílias do domínio 16s verificadas para o consórcio em 

estudo, as condições para a avaliação de pH e temperatura foram delimitadas de acordo com as 

condições de crescimento descritas por Garrity et al.(2005) e Saddler & Bradbury (2005). Os 

estudos de Pacheco (2008) mostram que o IE e a concentração apresentam relação diretamente 
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proporcional e, além disso, maiores IEs também podem ser relacionados diretamente com a 

eficiência de remediação do BS.  

A partir dos resultados da Tabela 2.11, observa-se que com o aumento da razão glu/gly há 

maiores valores de índice de emulsificação para as razões 0,5 e 2,5 e o maior valor é observado 

para a razão 2,5. Em relação a temperatura, observa-se que a 25 °C e 35 °C a produção de BS 

é estimulada e, em 30 °C, o índice de emulsificação apresentou valor até 8% inferior para os 

valores médios das variáveis avaliadas. 

Tendo em vista todos os experimentos realizados, as razões que apresentaram os maiores 

valores de IE foram 0,5 e 2,5. Por isso, investigação sobre o comportamento do consórcio diante 

destas condições e os resultados indicados nas Tabela 2.12 e Tabela 2.13. 

Tabela 2.12 - Avaliação dos efeitos do pH, Tempo de cultivo e temperatura sobre o índice de 
emulsificação do cultivo de razão glu/gly 0,5 

Razão 
Glicose/glicerol 

(m.v-1) 
pH 

Tempo de 
Cultivo 
(dias) 

Temperatura 
(°C) 

Índice de 
emulsificação 

(%) 

0,5 

5,5 

3 30 

29,3 

6,5 23,6 

7,5 14,6 

8,5 20 

9,5 27,2 

5,5 

1 

30 

19,4 

2 27,19 

3 29,3 

4 32,50 

5 39,63 

6 50 

7 55,1 

5,5 7 

25 5,4 

30 55,1 

35 25 
 

Na Tabela 2.12, o extrato com razão 0,5 apresentou melhores resultados em pH 5,5 e, por isso, 

este foi avaliado nas etapas seguintes de avaliação de tempo de cultivo e de temperatura. Em 7 

dias de cultivo, o IE do extrato da respectiva cultura apresentou valor de 55,1%, resultado muito 

superior ao observado nos outros cultivos. Este resultado também é relevante em termos de 

aproveitamento de resíduos como fonte de nutrientes, como a glicerina obtida como subproduto 
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da produção de biodiesel, por exemplo, já que utiliza maior quantidade de glicerol em relação 

a glicose.  

Na Tabela 2.13 relativa aos cultivos de razão glu/gly 2,5, IE superior foi obtido para pH 9,5, 

tempo de cultivo de 3 dias e temperatura de 25 °C. O índice de emulsificação obtido, 60%, foi 

discretamente superior ao observado para o extrato proveniente do cultivo de razão glu/gly 0,5.  

Tabela 2.13 - Avaliação dos efeitos do pH, Tempo de cultivo e temperatura sobre o índice de 
emulsificação do cultivo de razão glu/gly 2,5 

Razão 
Glicose/glicerol 

(m.v-1) 
pH 

Tempo de 
Cultivo 
(dias) 

Temperatura 
( °C) 

Índice de 
emulsificação 

(%) 

2,5 

5,5 

3 30 

30 

6,5 42,50 

7,5 45,7 

8,5 48,2 

9,5 55, 

9,5 

1 

30 

27,6 

2 38,4 

3 55,7 

4 53 

5 49 

6 41,3 

7 10 

9,5 3 

25 58 

30 55,7 

35 50,0 

A avaliação de um processo de remediação considera vários aspectos como o custo, eficiência 

e tempo do processo. Tendo em vista a diferença de 4 dias de cultivo para a obtenção de um IE 

superior, a condição considerada ótima de produção (COP), em que o maior índice de 

emulsificação foi obtido: cultivo com meio de cultura com razão glu/gly 2,5, pH 9,5, por 3 dias 

a 25 °C. 

As características do extrato COP também foram verificadas como realizado para os outros 

extratos. Na Figura 2.6, os resultados mostram que em pH ácido e alcalino, o extrato COP 

apresentou propriedades de atividade superficial mais pronunciadas, com valores de IE 57,4 e 

61,9%, respectivamente, e alterações de tensão superficial apresentaram aumento com a 

diminuição do IE. Para fins de remediação, fundamentando-se na relação IE e eficiência em 
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aplicações de remediação citada por Pacheco (2008), recomenda-se a utilização do extrato com 

pH 11. 

Figura 2.6 - Tensão superficial e índice de emulsificação observados em extrato COP com 
pH 3, 7 e 11. 
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A estabilidade diante do processo de congelamento e degelo também foi verificada e alterações 

inferiores a 10% foram observadas para o índice de emulsificação nos valores de pH avaliados 

50% (pH 3), 48% (pH 7) e 58% (pH 11), comportamento similar ao observado por Tripathi et 

al. (2019) para BS produzidos por micro-organismos das mesmas famílias identificadas em 

culturas com concentração de glicose semelhantes. Diante da presença de espécies dos gêneros 

Pseudomonas e da predominância de espécies do gênero Stenotrophomonas, baseando-se nos 

estudos de Tripathi et al. (2019) e Larik et al.(2019), há fortes indicativos de que os 

biossurfactantes produzidos sejam pertencentes à classe dos glicolipídios e ramnolipídios. 

Após análise dos resultados e por se tratar de um consórcio, há a possibilidade de que mais de 

uma espécie produtora de BS esteja presente no consórcio e que as alterações no meio de cultura 

e nas condições de cultivo favoreçam o desenvolvimento de espécies diferentes e, 

consequentemente, a predominância de BS de estruturas químicas diferentes. Por isso, a 

avaliação do desempenho de cada extrato na remediação é importante para verificar a 

correspondência entre as propriedades determinadas e a eficiência de extração de As. 
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2.4 – CONSIDERAÇÕES PARCIAIS 

O consórcio microbiano estudado apresentou-se capaz de produzir biossurfactantes em várias 

condições nutricionais e físico-químicas, esta característica condições permite que seja possível 

utilizá-lo em diversos ocorrências ambientais para remediação. A análise de sequenciamento 

genético permitiu a identificação dos constituintes do consórcio, indicando que o consórcio é 

constituído majoritariamente por micro-organismos da família Pseudomonadaceae e 

Xanthomonadaceae e dos gêneros Pseudomonas e Stenotrophomonas. 

A estabilidade dos extratos provenientes dos cultivos com meio contendo razões glu/gly 0,5; 

1,0; 1,5 e 2,5 foram verificadas pelas discretas variações de índice de emulsificação e de 

redução da tensão superficial após alterações no pH, sendo a maior variação observada para a 

razão 2,5 em pH 3. O processo de congelamento alterou as tensões superficiais verificadas para 

todos os extratos em até 10 mN.m-1, mostrando não ser o método mais adequado para 

estocagem dos bioprodutos. Porém, a influência do congelamento na eficiência da extração de 

As deve ser verificada. 

A Metodologia de Superfície de Resposta (SRM) é uma ferramenta importante para explorar e 

compreender o sistema que se deseja estudar. Tratando-se de sistemas biológicos complexos 

como um consórcio microbiano, mesmo que as variáveis determinadas sejam significativas para 

o desenvolvimento dos microbianos, as interações sinérgicas presentes que conduzem a 

manutenção da comunidade são muitas vezes negligenciadas. Portanto, através deste tipo de 

análise estatística, o sistema não pode ser descrito ou modelado e outras ferramentas para 

determinar as condições favoráveis de produção de biossurfactante foram utilizadas.  

As condições de cultivo que mais favoreceram a produção do composto com atividade 

superficial foram: i) razão de glicose e glicerol 0,5, pH 5,5, 7 dias de cultivo em temperatura de 

30 °C e ii) razão de glicose e glicerol 2,5, pH 9,5, 3 dias de cultivo em temperatura de 25 °C. 

Ambas apresentaram índices de emulsificação próximos 55,1 e 58%, respectivamente.  

Apesar da discreta disparidade entre os valores de IE descritos, as condições de cultivo do 

consórcio para favorecer a produção de BS podem ser fatores importantes a se considerar. 

Frequentemente, há necessidade de que o processo de remediação ocorra em períodos reduzidos 

de tempo e, por isso, a condição considerada como ótima de produção (COP) é, entre as duas 

citadas, a de menor tempo de cultivo. A escolha desta condição não exclui o uso e estudo 
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posterior das outras condições. Portanto, deve-se avaliar o desempenho dos extratos em 

processos de remediação do contaminante de interesse. 
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CAPÍTULO 3 

Solubilidade, Bioacessibilidade e Ecotoxicidade do Arsênio em Solo de Mina 

de Ouro Abandonada 

3.1 – INTRODUÇÃO 

A contaminação por metais e metaloides é uma condição que afeta o ecossistema e o ser 

humano. Assim como os poluentes orgânicos, que são mais facilmente passíveis de reações de 

oxidação química e biológica no meio ambiente, os metais também podem reagir de diferentes 

maneiras apresentando-se sob diferentes formas na natureza, as quais também podem 

apresentar riscos ambientais por um longo período (KOPTSIK, 2014).  

Ao se tratar de contaminação por metais, geralmente refere-se à concentração, adsorção e 

penetração destes no solo, à contaminação de águas superficiais ou subterrâneas bem como a 

sua presença e propagação na cadeia trófica. Por isso, vários métodos foram desenvolvidos para 

remediar os locais contaminados, extraindo ou imobilizando os contaminantes a fim de mitigar 

os riscos para a sociedade e meio ambiente, além de promover também a recuperação e 

reutilização da área, solo ou água, quando possível. 

Estratégias de remediação diferentes são utilizadas de acordo com a natureza do contaminante, 

biodisponibilidade e dispersão, assim como as características do extrator, tipologia e extensão 

da área a ser tratada, além de outros fatores (SARUBBO et al., 2015).  

As técnicas convencionais de remediação utilizadas para tratar contaminações por metais estão 

listadas no Quadro 43.1. 

As técnicas de tratamento biológicas e as técnicas que utilizam produtos biotecnológicos não 

são invasivas, são eficazes e apresentam bom custo benefício, porém são aplicadas a menos de 

10% das áreas contaminadas (TRIPATHI et al., 2017). Essas técnicas envolvem o uso de 

plantas (fitorremediação), micro-organismos e a combinação de ambos, com resultados 

eficientes reportados na literatura (CHRISTOFI; IVSHINA, 2002; LONE et al., 2008; WANG; 

ZHAO, 2009; AFZAL et al., 2012; KARNWAL; BHARDWAJ, 2014).  



 86 

Quadro 3.1 -  Métodos convencionais para tratamento de solos contaminados por metais/metaloides 

Quadro 4 Métodos convencionais para tratamento de solos contaminados por metais/metaloides  

Técnica Descrição Vantagem Desvantagem Fonte 

Vitrificação 

Diminui a mobilidade dos 
metais/metaloides através da inserção de 

diferença de potencial (ddp) que 
promove a estabilização em matriz 

sólida dos metais.  

Aplicado ao As, Pb, Cr; 
largamente aplicado; 

diferentes tipos de 
matrizes podem ser 

tratadas. 

Não remove o contaminante, apenas o 
imobiliza na área; requer monitoramento 
constante; não é possível recuperar o solo 

tratado; emissão de gases; alto custo. 

FEI; LIU, (2016); 
MULLIGAN; 

YONG; GIBBS 
(2001). 

Imobilização 

Diminui a mobilidade e 
biodisponibilidade do metal/metaloide 
através da complexação, precipitação e 

adsorção.  

Fácil utilização; 
aplicável a grandes 
áreas; aplicável a 

diferentes matrizes e 
metais/metaloides. 

Tratamento temporário; monitoramento 
constante; alto custo dependendo do agente 

imobilizante utilizado. 

ASHRAF et al., 
(2017); AUSTRUY 

et al. (2014). 

Eletrocinética 
Aplicação de campo eletromagnético 

que promove a movimentação dos íons 
no solo.  

Não inviabiliza o solo; 
fácil aplicação. 

Requer pós tratamento para retirada dos 
contaminantes; sofre interferência de 

obstáculos presentes na área; requer controle 
de pH; depende das características do solo. 

KHALID et al. 
(2017); LEE et al. 

(2016), 
ROSESTOLATO; 

BAGATIN; FERRO 
(2015). 

Lavagem de solo 
Remoção de metais/metaloides 

utilizando agentes extratores orgânicos 
ou inorgânicos. 

Largamente utilizado; 
eficiente; agente extrator 
determinado de acordo 

com o metal/metaloide a 
ser tratado. 

Geração de efluente; requer transporte do 
solo, se ex situ e avaliação da geologia local 

se in situ; pode ocasionar alteração das 
propriedades do solo.  

ARAB; 
MULLIGAN, 

(2018); GUSIATIN; 
KLIMIUK (2012); 

LIAO; LI; YAN 
(2016); SATYRO et 

al. (2016). 

Fitorremediação 

Uso de plantas para a remediação 
através da diminuição da mobilidade e 
biodisponibilidade do contaminante ou 
da absorção e acúmulo/concentração do 

contaminante nas plantas. 

Econômico; sustentável; 
não inviabiliza o solo 

tratado; pequenas 
intervenções no solo. 

Limitado à profundidade do solo, condições 
climáticas e biomassa gerada. 

LONE et al. (2008); 
PAZ-FERREIRO et 

al. (2014). 
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Neste cenário, os biossurfactantes (BS) surgem como opção eficaz e viável para remediação de 

solos e águas contaminadas por substâncias orgânicas e inorgânicas. Há três principais 

aplicações que utilizam as propriedades destes compostos e metabolismo microbiano com este 

fim: bioestimulação, bioaumentação e o uso de produtos biotecnológicos. 

A bioestimulação consiste no fornecimento de nutrientes para propiciar o aumento da atividade 

metabólica de micro-organismos nativos da área contaminada e promover a sua recuperação ( 

WANG; ZHAO, 2009; MACAULAY; REES, 2014). A bioaumentação consiste na inoculação 

do micro-organismo na área contaminada para acelerar o processo de degradação (ELLIS et al., 

2000; THOMPSON et al., 2005; WU et al., 2016). Os produtos biotecnológicos como os BSs 

podem ser incorporados a outras técnicas como a lavagem de solo in situ (soil flushing) e ex 

situ (soil washing), devido às suas propriedades. Dessa forma, a recuperação do solo 

contaminado sem que exista inviabilização total do solo é possível com o uso de BS. 

Metodologias utilizando-os para tratamento de As, Pb, Zn, Cr, Cu são reportados na literatura 

(MULLIGAN; YONG; GIBBS, 2001; KO et al., 2006; MAITY et al., 2013; 

MUKHOPADHYAY et al., 2013; GOVARTHANAN et al., 2016; KANG; KWON; SO, 2016), 

assim como para o tratamento de contaminantes orgânicos ( SATPUTE et al., 2008; AFZAL et 

al., 2012; MOHANRAM; JAGTAP; KUMAR, 2016). 

A ecotoxicologia é uma ferramenta de monitoramento ambiental que compreende o estudo dos 

fenômenos de intoxicação ambiental e suas consequências, tendo como finalidades impedir, 

prever e prevenir uma determinada intoxicação , assim como determinar possíveis métodos para 

interromper, reverter e remediar uma determinada contaminação (AZEVEDO; CHASIN, 

2003). Esta abordagem é também utilizada para avaliação de contaminantes inorgânicos e 

metaloides como o As. 

Diante do exposto, este capítulo propõe o estudo da aplicação de BSs, produzidos por um 

consórcio de micro-organismos, para extração de As de solos contaminados e determinar as 

condições físico-químicas favoráveis para aumento da eficiência do processo, utilizando-se a 

técnica de extração em coluna. Adicionalmente, a fim de verificar a toxicidade do efluente da 

coluna e a possibilidade da reutilização do solo tratado, bem como a eficiência do tratamento 

proposto para atenuação da contaminação, ensaios de toxicidade compreendendo a avaliação 

do índice de germinação, das estruturas aéreas e do comprimento das raízes foram conduzidos 

utilizando-se sementes de Allium cepa. 
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3.2 – METODOLOGIA 

3.2.1 – Caracterização da amostra de solo 

A amostragem foi realizada na mina de ouro desativada, Mina Chico Rei, em Ouro 

Preto/MG/Brasil (20°38’62.25’’S e 43°49’8255’ O). As amostras de solo foram coletadas a 

20 cm de profundidade utilizando pás, secas à temperatura ambiente, homogeneizadas 

utilizando técnicas de quarteamento e peneiradas em tamises para classificação granulométrica. 

Determinou-se o pH e o potencial de oxirredução (Eh) de suspensão do solo em água (razão 

solo/água = 1:2,5 p:v) utilizando-se medidor digital (DIGIMED, DM-20) com eletrodo 

combinado de platina-Ag/AgCl (DMR-CP1).  

A composição química do solo foi determinada utilizando-se a técnica de espectrometria de 

emissão óptica com plasma indutivamente acoplado (Spectro, modelo Ciros CCD) após 

digestão com ácido nítrico e clorídrico (1:3) -  água régia - e as características mineralógicas do 

material foram previamente descritas por Lopes (2014).  

A fração do solo de granulometria entre 0,105 e 0,250 mm foi utilizada para a realização dos 

testes descritos neste trabalho. 

3.2.2 - Ensaios de extração de arsênio 

Os ensaios de remoção/lixiviação de As foram realizados à temperatura ambiente em colunas 

de 7,3 cm de comprimento e 1,6 cm de diâmetro, como mostrado na Figura 3.1. Neste ensaio, 

avaliou-se a eficiência de remoção de arsênio pela água, solução de SDS 1% (m.v-1), saponina 

0,1% (m.v-1), solução de cloreto de cálcio 0,1 mol.L-1, extratos dos cultivos de razão 

glicose/glicerol (glu/gly)  0,5, 1,0, 1,5, 2,5 e da condição ótima de produção (COP) determinada 

(pH 9,5, razão glu/gly 2,5, 3 dias à 25 °C). Às colunas foram adicionados 5,0 g da amostra de 

solo da mina e 10 mL da solução avaliada adicionada à coluna pela parte superior. Inicialmente, 

foi realizado um ciclo de 30 dias, seguido por 3 ciclos de 7 dias. Ao fim de cada ciclo, 5 mL de 

extrator eram adicionados após a abertura inferior para saída do efluente lixiviado, devido à 

porosidade do solo utilizado, e 10 mL do eluato da coluna eram recolhidos, centrifugados 

(ThermoFisher Heraeous Multifuge X1R, 15720 x g, 20 min) e filtradas em membrana 

microporosa de acetato de celulose de (0,45 µm). Posteriormente, estes foram analisados, 
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utilizando a técnica de ICP-OES (Varian®, modelo 725/ES). Os ensaios foram realizados em 

duplicata. 

Figura 3.1 - Esquema da coluna de lixiviação 

 

Esta avaliação foi realizada de acordo com o protocolo 312 da Guidelines for the Testing of 

Chemicals, desenvolvido pela Organisation for Economic and Co-operation and Development 

(OECD, 2004).  

3.2.3 – Avaliação do efeito do pH nos ensaios de extração em coluna 

O pH dos cultivos de razão glu/gly 0,5, 1,0, 1,5, 2,5 e COP foram ajustados para 3,7 e 11, 

utilizando soluções de ácido clorídrico 1 mol.L-1 e hidróxido de sódio 1 mol.L-1, com a 

finalidade de verificar como os extratos se comportariam em relação à remoção de As do solo 

em um sistema semelhante ao apresentado na Figura 3.1. Este ensaio foi realizado segundo o 

procedimento descrito no item 3.2.3, com um ciclo de 7 dias, em duplicatas para cada uma das 

condições determinadas. A composição química dos efluentes das colunas foram analisados em 

ICP-OES (Varian®, modelo 725/ES) após preparo da amostra como descrito no item anterior. 



 90 

3.2.4 – Ensaio de extração de arsênio em coluna em maior escala 

A avaliação do efeito do pH permitiu a determinação da condição mais eficiente para lixiviação 

de As utilizando o extrato produzido pelo consórcio estudado. Dessa forma, o extrato nestas 

condições foi utilizado no ensaio em uma coluna de polietileno (18,5 cm de comprimento e 

4,8 cm de diâmetro interno). À coluna, foram transferidos 75,0 g do solo de mina e foram 

realizados 7 ciclos de lixiviação de 24 horas. No primeiro ciclo, 100 mL do extrato foram 

transferidos para a coluna e, nos subsequentes, 75 mL foram utilizados na lixiviação do As. Os 

efluentes das colunas foram recolhidos, centrifugados (ThermoFisher Heraeous Multifuge 

X1R), 15720 x g por 20 min, filtrados em membrana microporosa de acetato de celulose de 

(0,45 µm) e analisados, utilizando a técnica de ICP-OES (Varian®, modelo 725/ES).  

 Figura 3.2 – Coluna de lixiviação 18,5 cm de comprimento e 3,8 cm de diâmetro e 
esquema de montagem do sistema 

  

3.2.5 – Análise do material sólido por microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

Amostras da fração de solo utilizada antes e após o tratamento foram analisadas por 

Microscópia Eletrônica de Varredura. Para análise, pastilhas foram confeccionadas utilizando 

resina de poliéster (Gol®) e auto-polimerizante (Arotec®), secas à temperatura ambiente, 

seccionadas, polidas e acondicionadas no dessecador para posterior etapa de metalização da 

superfície. As amostras foram metalizadas com ouro e analisadas em Microscópio Eletrônico 

de Varredura (Tescan®, modelo VEGA 3). 
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3.2.6 – Avaliação de toxicidade do efluente da coluna: Testes de geminação de sementes 

de Allium cepa 

Após cada um dos ciclos executados no item 3.2.4, o efluente foi recolhido, determinou-se o 

pH e o potencial de redução e mantidos sob refrigeração à 5 °C. Os testes foram conduzidos em 

recipientes de poliestireno de 50 mL e um sistema foi desenvolvido utilizando algodão e 

substrato, composto por terra vegetal adubada (Terra fértil. Composição: terra vegetal, esterco 

de curral, calcário dolomítico e finos de carvão) e substrato (Vitaplan. Composição: Casca de 

pinus, areia para substrato vermicomposto e vermiculita) na proporção 1:1 como mostra a 

Figura 3.3.  

Figura 3.3 - Esquema dos recipientes em que foram conduzidos os testes de germinação 

  

A cada recipiente foram adicionadas 10 sementes da espécie Allium cepa (Feltrin sementes, 

100% pureza, 90% germinação, Safra 2012/2013). Os recipientes foram condicionados em 

caixas de plástico e reposicionados periodicamente com a finalidade de minimizar a 

variabilidade da incidência de luz solar de crescimento das plantas. A umidade e a temperatura 

do sistema foram monitoradas diariamente utilizando-se um higrômetro e termômetro 

(Hikagari, HTH-240) com a finalidade de verificar encontravam-se nos limites indicados pelo 

protocolo da OECD no qual foi baseado (temperatura entre 12 e 32 °C e a umidade entre 45 e 

95%). 

O recipiente contendo 5,0 g de substrato e as sementes foram irrigados com 1,5 mL do efluente 

de cada ciclo da coluna, sendo o controle positivo irrigado com 1,5 mL de água destilada a cada 

dois dias. O controle negativo, realizado com o substrato e amostra de solo de mina em 20, 50 

e 80% (m/m) e umedecidas com água, como o controle positivo. Os testes foram conduzidos 

por 21 dias, determinou-se o índice de germinação por meio da razão entre o número de 

sementes que emergiram e o número total de sementes, multiplicado por 100. A morfologia das 
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plântulas também foi examinada visualmente para verificação de crescimento das mesmas e de 

possíveis anormalidades.  

Esta avaliação foi baseada no protocolo 208 da Guidelines for the Testing of Chemicals, 

desenvolvido pela Organisation for Economic and Co-operation and Development (OECD).  

3.2.7 – Avaliação da viabilidade de reutilização do solo tratado 

Após os ciclos de lixiviação realizados no ensaio descrito em 3.2.4, transferiu-se a amostra de 

solo da coluna para uma placa Petri e esta foi seca por 12 horas a 45 ºC. Após esse período, 

homogeneizou-se o substrato com solo tratado, nas proporções de 20, 50 e 80% e dez sementes 

de Allium cepa foram plantadas, em sistema semelhante ao da Figura 3.3. Os sistemas foram 

umedecidos com 1,5 mL de água destilada a cada dois dias. Os testes foram conduzidos por 21 

dias em quadruplicata com controle positivo de crescimento, seguindo-se as mesmas análises e 

condições de cultivo descritas no item 3.2.6. 

As avaliações de ecotoxicidade foram realizadas de acordo com o protocolo 208 da Guidelines 

for the Testing of Chemicals, desenvolvido pela Organisation for Economic and Co-operation 

and Development (OECD, 2006).  

3.3 - RESULTADOS E DISCUSSÕES 

3.3.1 – Características do solo 

De acordo com a classificação de solos NBR 6502 (ABNT, 1995), o solo da Mina Chico Rei 

pode ser classificado como solo arenoso fino e distribuição granulométrica como descrito na 

Tabela 3.1. Embora se trate de material altamente intemperizado, a análise de difração de raios-

x realizada por LOPES (2014) possibilitou a identificação de fases cristalinas de quartzo (SiO2), 

muscovita (KAl2Si3AlO10(OH,F)2) e caulinita (Si2Al2O5(OH)4).  

A análise química do solo indicou arsênio (As), alumínio (Al), manganês (Mn) e ferro (Fe) 

como os principais constituintes, em concentrações de 4598,54; 3683,13; 5766,29 e 87779,14 

mg.kg-1, respectivamente. As características químicas para a fração 0,105<φ<0,250 mm 

estudada neste trabalho (Anexo A) apresentou as concentrações de As, Al, Mn e Fe de 2760,49; 

2365,68; 3485,87 e 52903,13 mg.kg-1, respectivamente. Composições químicas semelhantes 
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são observadas em solos de minas de outras regiões do mundo, devido às características 

geológicas das principais formações ferríferas e auríferas exploradas (FIGUEIREDO; BORBA; 

ANGÉLICA, 2007; MULLIGAN, 2009; ACHEAMPONG et al., 2013; KOSSOFF et al., 2014). 

Devido à elevada concentração de arsênio e ao fato de ser uma fração representativa na 

constituição granulométrica do solo (25,80%), a fração 0,105<φ<0,250 mm foi utilizada para a 

realização dos ensaios descritos. 

Além disso, o material foi caracterizado como sendo solo ácido, com pH 3,48 e potencial de 

oxirredução (Eh) +479,9 mV, assim como a fração granulométrica utilizada nos ensaios, pH de 

mesmo valor, Eh +208,8 mV e porosidade igual a 43%.  

Tabela 3.1- Distribuição granulométrica do solo da mina Chico Rei 

Granulometria % 

0,250 <φ< 0,420 mm 23,30 

0,105 <φ< 0,250 mm 25,80 

0,088 <φ< 0,105 mm 5,87 

0,053 <φ < 0,088 mm 28,67 

0,044 <φ< 0,053 mm 11,26 

0,044 <φ< 0,037 mm 3,34 

φ< 0,037 mm 1,77 

3.3.2 – Extração de arsênio 

Os testes de extração de As em coluna foram realizados com a finalidade de avaliar o potencial 

e a eficiência do extrato contendo biossurfactantes para lixiviação do arsênio da amostra de solo 

em questão. Esta análise demonstra que compostos utilizados promovem a extração 

diferenciada de As ao longo do período total de extração, podendo ocorrer a extração de 

diferentes frações de arsênio presentes (MULLIGAN, 2009b; JAVED; KACHANOSKI; 

SIDDIQUE, 2013; WANG). 

As remoções acumuladas referentes às extrações de arsênio estão apresentadas Figura 3.4 e 

seus valores foram calculados tendo como base a concentração total de As determinada a partir 

da digestão da amostra de solo utilizando água régia.  
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Figura 3.4 - Resultado de teste de extração de arsênio em proporção de solo:agente extrator 
igual a 1:2 utilizando água destilada, SDS 1% (m.v-1), Saponina 0,1%  (m.v-1). 
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As remoções de As acumuladas utilizando-se água destilada, SDS, Saponina e solução de CaCl2 

foram, respectivamente, 1,16, 18,66, 3,87 e 0,87 mg.kg-1 de solo contaminado, o que representa 

0,42, 0,67, 0,14, 0,03% de As removido. Ao avaliarmos esses valores, pode-se concluir que 

estes extratantes apresentam eficiência muito inferiores se aos BS obtidos das culturas sob 

diferentes condições. Apesar de eficiência inferior na extração, as concentrações de As nos 

eluatos são muito superiores à concentração recomendada para água potável pela OMS, 

chegando a valores médios 10 vezes superior, no caso da água (111 μg.L-1) e da solução de 

CaCl2 0,01 mol.L-1  (82 μg.L-1) e mais de 80 vezes superior ao recomendado, tratando-se do 

SDS 1% (m.v-1) (879 μg.L-1).  

Assim como os agentes extratores abordados anteriormente, a solução de saponina 

0,1% (m.v- 1) apresentou baixa eficiência de extração acumulada (3,87 mg.kg-1), mas o efluente 

da coluna apresentou, em média, 187 μg.L-1  de As. Esse biossurfactante é principalmente 

reportado na literatura pela eficiência de remoção de cobre, zinco, chumbo e cádmio utilizando 

diferentes técnicas de extração (LI et al., 2009;GUSIATIN; KLIMIUK, 2012; MAITY et al., 

2013; ZHU; FU; YANG, 2015). As concentrações das soluções de saponina  (0,1% m.v- 1) e 

SDS (1% m.v-1) foram utilizadas com o objetivo de se obter tensões superficiais semelhantes à 

do extrato estudado (30 mN.m-1). Mukhopadhyay e seus colaboradores (2013) descrevem 
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remoção de, aproximadamente, 45% de As (55,63 mg.kg-1) de um solo rico em ferro 

contaminado artificialmente com As (V), utilizando saponina obtida da planta Sapindus 

mukorossi. Embora rico em Fe como a amostra de estudo deste trabalho, por ser um material 

contaminado artificialmente, a disponibilidade do As no solo para este caso difere de um solo 

naturalmente contaminado por esse elemento. No material artificialmente contaminado o As 

apresenta-se predominantemente adsorvido na superfície das partículas de solo sendo, por isso, 

mais facilmente extraídas.  

Os resultados de concentração de As no efluente da coluna obtidos, principalmente para a água 

e soluções de CaCl2 e SDS, indicam o potencial risco de lixiviação de contaminantes do solo 

da Mina Chico Rei diante do contato com água da chuva ou com efluentes domésticos contendo, 

por exemplo, SDS, um surfactante de uso industrial utilizado em formulações de detergentes 

domésticos (FELIPE; DIAS, 2017). Embora o uso deste surfactante químico seja estudado 

também para promover a remediação de solos, a sua eficiência inferior na extração de As 

quando comparada a de outros BSs também é verificada nos estudos de Chen et al. (2011); 

Sharma et al. (2015) e Liang; Peng (2017). 

Quanto aos resultados referentes às extrações utilizando agentes extratores R0,5, R1,0, R1,5, 

R2,5 e COP com atividade superficial, observa-se que além de serem superiores aos dos outros 

agentes extratores químicos e naturais avaliados, há aumento da eficiência de extração com o 

aumento da razão da concentração de glicose/glicerol. Embora os resultados mostrem tendência 

de que a eficiência da extração aumentaria de forma praticamente linear até a substituição total 

de glicerol por glicose, a condição de cultivo ótima determinada no capítulo 2 refuta essa 

possibilidade. Os experimentos descritos no Capítulo 2, mostram que a produção de BS foi 

afetada pela substituição completa da fonte de carbono por apenas uma das fontes utilizadas, 

seja glicerol ou glicose, e, consequentemente, a eficiência de extração de As seria também 

afetada negativamente. 

A extração de As e outros metais por biossurfactantes é resultado de várias interações e três 

principais mecanismos são sugeridos. O primeiro deles é a dessorção do As do solo por meio 

da redução da tensão interfacial líquido-sólido na superfície dos grãos, ocorrendo então a 

interação dos monômeros de BS com o As e a sua incorporação nas micelas, estabilizando-o no 

centro dessas estruturas (WANG; MULLIGAN, 2009b; SARUBBO et al., 2015). Nesse 

mecanismo, o As pode ser incorporado diretamente nas moléculas ou em estrutura em que há a 

interação do íon arsenical com outro metal, processo denominado metal-bridging. A segunda 

proposta de mecanismo sugere que há a dessorção de formas lábeis de As do solo e sua 
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concomitante complexação. Esta proposição fundamente-se no princípio de deslocamento de 

equilíbrio de Le Chatelier (MILLER, 1995). Por último, no caso de BS aniônicos, a mobilização 

de As pode ser também consequência de processos de troca iônica, promovendo a liberação de 

oxiânios arsenicais por competição por sítios de adsorção, uma vez que os metais no solo 

encontram-se predominantemente em suas formas oxidadas (SANTOS et al., 2016).  

Os extratos com atividade superficial também apresentaram capacidade de extração até 20 

vezes superiores (118,81 mg.kg-1), em termos de concentração de As extraído em um ciclo de 

tratamento conduzidos em temperatura ambiente, comparado ao valor reportado por Wang e 

Mulligan (2009), aproximadamente 6 mg.kg-1, para um solo contendo 2180 mg,kg-1. Os BS 

utilizando no estudo mencionado é produzido por Pseudomonas aeroginosa, classificado em 

um dos gêneros de micro-organismos verificadas no consórcio utilizado para a produção dos 

extratos neste estudo (Pseudomonas). Os resultados obtidos reiteram os argumentos de Hays et 

al. (2015) e Tripathi et al. (2017) de que os consórcios microbianos apresentam melhor 

performance do que os micro-organismos individualmente em remediação de locais 

contaminados por substâncias orgânicas (WU et al., 2008b; AFZAL et al., 2012; 

SAMARAJEEWA et al., 2015) e também inorgânicas (KANG; KWON; SO, 2016). 

A extração dos meios de cultivo utilizados para o crescimento da comunidade bacteriana 

também foi avaliada, porém o crescimento de fungos na coluna devido ao tempo de contato 

estipulado para os ensaios impossibilitou resultados conclusivos acerca da análise.  

3.3.3 – Efeito do pH na extração de As em coluna 

Dentre as várias características físico-químicas dos sistemas extratores, o pH exerce grande 

influência no processo de extração de As devido à alteração na forma de propriedades do 

sistema, podendo ocasionar precipitação do extrator, reações químicas subsequentes na própria 

amostra e alterações nas interações extrator-extraído. Além disso, a alteração de pH pode 

influenciar a solubilidade das fases que apresentam As em sua constituição o que, por sua vez, 

influencia diretamente a extração de As do solo. Os resultados referentes a influência do pH na 

extração de As estão apresentados na Figura 3.5. 
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Figura 3.5 -  Extração de As utilizando diferentes agentes extratores de razão glu/gly 0,5; 
10,0; 1,5 e COP em pH 3, 7 e 11 em proporção sólido:agente extrator 1:1 
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Na Figura 3.5 pode ser observado, que para todos os extratos utilizados, houve aumento da 

extração de As com o aumento do pH, com exceção do extrator R 0.5. Estudos de Wang & 

Mulligan (2009a), utilizando a técnica de soil flushing utilizando BS, reporta resultados de 

maior eficiência de extração em pH 11. Embora a natureza do BS avaliado neste trabalho não 

esteja ainda elucidada, propõe-se que a maior eficiência em pH alcalino pode ser justificada 

como consequência do aumento da atividade do BS e também de repulsões eletrostáticas na 

superfície da partícula do solo. Em pH alcalinos, ocorre a desprotonação dos possíveis grupos 

carboxílicos presentes na estrutura do BS, o que aumenta a quantidade dos sítios de interação 

resultando em números maiores de interações com os metais e, nesse caso, a proposta de 

mecanismo por metal-bridging se adequaria devido à variedade de cátions metálicos presente 

no solo e à predominância de oxiânions arsenicais. A alcalinidade do meio também propiciaria 

a remoção de As presente em outras frações e, consequentemente, haveria maior 

disponibilidade da espécie para interagir com o BS.  

Ainda sobre as consequências ocasionadas pela alteração do pH final do extrato após o cultivo, 

a precipitação foi observada para o pH 3 em todos os extratos, não foi observada quando em 

pH 7 e houve a turvação dos extratos em pH 11.  
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Segundo Gusiatin (2014), caso ocorresse a decomposição de ferroarsenatos, esta seria 

comprovada diante da liberação de Fe junto ao As no efluente da coluna, o que não foi 

observado para nenhum dos casos estudados, embora resultados semelhantes tenham sido 

obtidos por Wang & Mulligan (2009b) que relacionam a extração de As, utilizando BS 

ramnolipídio JBR425, de rejeitos de mineração, com teores de Fe e As elevados, com a extração 

de outros metais como Pb, Zn, Cu, Mn e Al. 

Não se observa relação clara entre o pH e os extratos produzidos em diferentes condições de 

razão glicose e glicerol partindo da mesma massa celular, mas, mais uma vez, a condição ótima 

de produção determinada, mostrou-se eficiente para extrair concentrações elevadas de As nas 

condições de pH avaliadas, além de indicar o ponto com melhores propriedades de atividade 

interfacial. Dessa forma, para condução de experimento de extração em maior escala, o extrato 

COP foi selecionado como agente extrator em pH 11.  

3.3.4 – Extração em coluna em maior escala  

Testes de extração em coluna têm como objetivo simular a extração de substâncias por 

lixiviação e prever o comportamento de outros sistemas de tratamento. Ahmad e seus 

coloboradores (2018) descreveram a alteração de algumas propriedades físico-químicas do solo 

durante tais processos e, por isso, as características físico-química do solo da coluna foram 

analisadas após os protocolos de extração, assim como os valores de pH e o Eh de cada agente 

extrator. Os resultados estão apresentados na Tabela 3.2. 

Tabela 3.2 - Características físico-químicas do agente extrator e do efluente dos ciclos de 
24 horas 

Ciclo 
Características Físico-químicas 

pH Eh (mV) 

Agente extrator 11 -63,4 
Solo coluna 
pós-extração 

(SPE) 
6,69 +215,9 

1 4,03 +355,4 

2 6,45 +348,0 

3 6,47 +288,6 

4 6,15 +260,7 

5 6,45 +258,1 

6 5,43 +302,3 

7 5,34 +303,8 
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Devido aos resultados obtidos, os ensaios de avaliação de pH viabilizaram a seleção do COP e 

o pH 11 para a realização do ensaio em escala 15 vezes maior.. As extrações sequenciais foram 

realizadas em 7 ciclos de 24 horas com a adição de 75 mL de extrato de BS, volume semelhante 

ao volume de solo (bed volume), em cada ciclo, exceto no primeiro, que devido à porosidade e 

à saturação do solo, 100 mL foram utilizados. O efluente da coluna foi recolhido até que o bed 

volume (75 mL) fosse recuperado. Os resultados obtidos estão apresentados na Figura 3.6, em 

termos da porcentagem acumulada de extração de As e da concentração de As extraído, em 

mg.kg-1, em cada ciclo. 

Figura 3.6 - Extração acumulada de As, em porcentagem, utilizando o extrato COP em pH 11 
e a concentração de As extraído da coluna em cada ciclo em coluna com proporção 

solo:agente extrator igual a 1:1. 
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A extração total de As obtida utilizando COP em pH 11 como agente extrator foi igual a 24,58% 

(678,39 mg.kg-1) em 7 ciclos de 24 horas, apresentando eficiência 30% superior, ao obtido por 

Coelho (2018) em extração sequencial composta por 10 ciclos de mesma duração. As 

porcentagens de extração variam entre 11,32% e 2,02% e, as extrações de As, entre 40,46 e 

226,51 mg.kg-1
, valores superiores aos reportados por Coelho (2018) e Wang & Mulligan 

(2009). 

Na Figura 3.6, observa-se que as porcentagens de remoção dos ciclos 6 e 7 são comparáveis e 

apresentam baixa variabilidade, o que indica estabilização da porcentagem média de extração 

nos ciclos, mas não determina que o máximo de extração houvesse sido obtido. Este fato 

também indicou que as frações mais facilmente trocáveis de As são extraídas mais rapidamente, 
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o que em processos de tratamento controlado, impediria a sua difusão do contaminante no meio 

ambiente e evitando o aumento da extensão da área contaminada.  

A relação entre tempo de contato e a saturação do agente extrator pode ser analisada através 

dos resultados obtidos neste ensaio e no ensaio descrito em 3.3.3, para avaliação do pH. 

Resultados semelhantes de percentual de extração foram verificados para o ensaio de avaliação 

do efeito do pH 11 (8,21%) com tempo de contato de 7 dias e o primeiro ciclo do ensaio em 

maior escala em ciclo de 24 horas (8,15%). Esta é uma evidência do potencial médio de extração 

deste extrator diante do teor de As no solo e do agente extrator, ou seja, houve saturação do 

agente extrator demonstrando a importância da variável tempo de contato para os sistemas de 

extração em coluna. Dessa forma, é possível explorar o potencial de extração e prever o 

comportamento deste extrato em situações reais de remediação de solos contaminados visando 

a otimização da eficiência, do tempo do processo e a previsão de volume de efluente gerado. 

Espera-se que, com a realização de mais ciclos de extração, o As passível de interação com o 

BS seja extraído, resultando na estabilização da porcentagem de remoção. 

Além da extração de As, observou-se extrações em porcentagens inferiores de Al e Mn, 3,67% 

(86,80 mg.kg-1) e 6,57% (228,97 mg.kg-1), respectivamente, sendo ambos também presentes 

em altas concentrações na amostra de solo em questão. Ambas espécies foram extraídas em 

pequenas concentrações ao final de cada ciclo, até atingirem os valores verificados.  

A Figura 3.7 apresenta as concentrações de As, Al e Mn extraídas em cada ciclo. Os 

comportamentos da extração de As e Al são semelhantes. Houve, preferencialmente a extração 

de As, comprovada pelos maiores valores de extração alcançados. Embora os íons arsenato, 

forma mais encontrada do metaloide em solos, seja solúvel em água, este íon interage 

fortemente com espécies de Fe e Al. Este fato justificaria os resultados observados para o Al, 

tendo em vista que a análise para o elemento Fe apresentou concentrações abaixo do limite de 

detecção do equipamento (inferior a 1 mg.L-1), e difere dos resultados descritos por Gusiatin 

(2014) para extração de As em solos com concentrações elevadas deste elemento, utilizando 

um biossurfactante extraído de Quillaja saponária, nos quais a extração de As do solo ocorreu 

de forma diretamente correlacionada à extração de Fe. 

Para o Mn, observou-se comportamento contrário e as maiores extrações foram obtidas quando 

a extração de As diminuiu. No 6º ciclo, observou-se a maior extração de Mn, e no 7º ciclo, a 

extração foi inferior ao ciclo anterior. Para melhor verificação do comportamento da extração 

de Mn seja esclarecido, outros ciclos de extração deverão ser realizados. 
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Figura 3.7 – Extração de Arsênio, Alumínio e Manganês por ciclo da extração sequencial 
utilizando extrato COP em pH 11 

0 1 2 3 4 5 6 7 8

0

50

100

150

200

250

C
on

ce
nt

ra
çã

o 
(m

g.
kg

-1
)

Ciclo

 As
 Al
 Mn

 

As características dos efluentes da coluna podem ser relacionadas às concentrações de Al e Mn. 

Com base no diagrama Pourbaix destes elementos (Anexos B e C), concluiu-se que em sistemas 

com pH 4-4,5, em que há a predominância de espécies solúveis de Mn e de espécies solúveis 

de Al, há interações preferenciais do agente extrator com As e Al e, por isso, há maior extração 

comprovada pela maior concentração destes elementos no efluente do 1° ciclo. Do 2° ao 5° 

ciclo, verificou-se pH médio igual a 6,4, Eh entre 258 e 348mV, condições em que há a 

formação de óxidos e hidróxidos de Al. Entretanto, a partir do 2° ciclo, observa-se crescente 

extração de Mn até o 6° ciclo. No ciclo 7, mesmo em condições que favorecem a predominância 

de espécies solúveis de Mn, a extração observada é inferior e pode ser indicativo da extração 

das fases trocável e adsorvida. 

Segundo Sachdev & Cameotra (2013), os biossurfactantes são substâncias importantes 

industrialmente e apresentam grande potencial para melhoria da qualidade do solo e também 

para a ser utilizado na remediação de solos e águas. A eficiência destes compostos está 

relacionada às características do solo (BENOIT et al., 2008). A porosidade do solo foi 

novamente medida sendo 43% e análises MEV-EDS foram realizadas para verificar as 

propriedades físicas do solo. As Figuras 3.8 e 3.9 estão apresentadas duas áreas importantes da 

amostra de solo sem tratamento e a Figura 3.10 da área da amostra está demostrada a imagem. 
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Figura 3.8 – Imagem A de Elétrons espalhados obtidas por MEV da fração de solo Mina 
Chico Rei: não-tratado obtidas por EDS, obtidas com magnificação de 300 vezes, SEM 

HV:20kV, WD 15.18 mm, Área  923 μm 

 

 

Tabela 3.3 - Análises químicas semiquantitativas pontuais Imagem A de Elétrons espalhados 
obtidas por MEV da fração de solo Mina Chico Rei: não-tratado  

Elementos 
Teor (%) 

P 1 P 2 P 3 P 4 P 5 Total 

Si 51,84 0,35 7,29 100 60,75 89,23 

Fe 0,74 79,94 68,73 - 2,69 4,13 

Al 30,85 1,94 2,24 - 25,30 5,01 

As - 15,52 20,54 - - - 

Mg 3,17 - - - 2,30 0,76 

Na 1,14 - - - - - 

K 12,25 - - - - 0,87 

Ca - - 1,20 - - - 

 - : não detectado
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Figura 3.9 – Imagem B de Elétrons espalhados obtidas por MEV da fração de solo Mina 
Chico Rei  não-tratado obtidas por EDS, obtidas com magnificação de 300 vezes, obtidas com 

magnificação de 300 vezes, SEM HV:20kV, WD 15.18 mm, Área 923 μm 

 

Tabela 3.4 - Análises químicas semiquantitativas pontuais da Imagem B de Elétrons 
espalhados obtidas por MEV da fração de solo Mina Chico Rei não-tratado 

-: não detectado   

Elemen
-tos 

Teor (%) 
P 1 P2 P 3 P 4 P 5 P 6 P 7 P 8 P 9 Total 

Si 9,14 - 5,08 100 6.52 13.54 100 - 7,51 89,54 

Fe 47,19 100 3,01 - 73.26 45.60 - 100 22,72 3,71 

Al 13,46 - 11,77 - 4.24 18.31 - - 21,74 5,05 

As 20,30 - - - 15.98 19.96 - - 19,30 - 

Mg - - 5,23 - - - - - - 0,82 

Na - - 0,95 - - - - - - - 

K - - 0,81 - - - - - - 0,89 

Ca - - 1,89 - - - - - - - 

Mn 1,17 - 62,26 - - 2,58 - - 13,34 - 

Ni - - 1,62 - - - - - - - 

Pb - - 7,37 - - - - - - - 

S - - - - - - - - 15,40 - 
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Figura 3.10 - Imagem de Elétrons espalhados obtidas por MEV da fração de solo Mina Chico 
Rei após tratamento com COP, pH 11, obtidas por EDS, obtidas com magnificação de 300 

vezes, SEM HV:20kV, WD14.32 mm, Área 923 μm 

 

Tabela 3.5 – Análises químicas semiquantitativas pontuais Imagem B de Elétrons espalhados 
obtidas por MEV da fração de solo Mina Chico Rei tratado 

- : não detectado. 

P 4*: Ponto apenas marcado para apresentar a composição da resina (O: 52,84%) e da 
cama de ouro (Au: 47,16%).

Elemen
-tos 

Teor (%) 
P 1 P2 P 3 P 4* P 5 P 6 P 7 P 8 P 9 Total 

Si 1,73 100 1.59 - 47.28 58.12 100 36.48 51.65 89.89 

Fe 65,31 - 77.70 - 0.78 0.92 - 4.17 - 5.06 

Al 13,33 - 3.30 - 36.32 38.54 - 30.16 34.55 4.38 

As 17,78 - 14.69 - - - - - - - 

Mg - - - - 12.10 0.88 - 29.19 0.92 0.67 

Na 1.86 - 2.15 - 2.96 - - - 2.39 - 

K - - - - - 1.54 - - 10.49 - 

Ca - - - - 0.57 - - - - - 

Mn - - - - - - - - - - 

Ni - - - - - - - - - - 

Pb - - - - - - - - - - 

S - - - - - - - - - - 
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Nas três figuras anteriores, observa-se que o tamanho das partículas encontram-se como 

esperado para a fração 0,105 <φ< 0,250 mm e que o As encontra-se associado a outros metais. 

Como pode ser observado nas Figuras 3.8 e 3.9, os maiores teores de Si e Al comprovam a 

predominância de aluminossilicatos, de Mg e K e do quartzo. Em pontos específicos, como os 

pontos P3 e P9 da Figura 3.9, em que há alta concentração de Mn e, nos pontos P1, P5, P6 e 

P9 da mesma figura, a presença de As foi detectada apenas quando tem-se altas concentrações 

de Fe, evidenciando a relação já mencionada entre os dois elementos. 

A Figura 3.10 é uma imagem do solo pós tratamento e observou-se que há menor ocorrência 

de As em pontos de características semelhantes, sendo observada a presença de As apenas nos 

pontos P1 e P3, e nos solos sem tratamento, como evidenciado em 2 ocorrências na Figura 3.8 

(P2 e P3) e 4 ocorrências na Figura 3.9 (P1, P5, P6 e P9). Embora os pontos P1 e P3 apontem 

a presença de As, esta seria referente a frações mais fortemente adsorvidas e até mineralizadas, 

já que não é um constituinte majoritário e também observa-se distribuição de Fe nas partículas 

com maior teor de Al, como pode-se observar na Figura 3.6. Tal constatação foi também 

relatada por Lopes (2014), que menciona a adsorção de Fe pelo mineral Muscovita. 

Figura 3.6 – Mapa de distribuição semiquantitativa dos elementos Al, Fe e Si obtida por 
imagem de Elétrons espalhados obtidas por MEV da fração de solo Mina Chico Rei pós-

tratamento com COP, pH 11 
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Diante dos resultados apresentados, foi comprovada a eficiência do uso de biossurfactantes para 

a extração de As e, consequentemente, a eficiência da técnica de soil flushing. Assim sendo, 

indica-se a utilização desta classe de compostos para remediação de solos contaminados por As 

e até mesmo a substituição de outros agentes extratores, como os surfactantes sintéticos, em 

lavagem de solo utilizando a técnica de soil flushing, simulada pelos testes em coluna. A técnica 

pode também ser utilizada como um pré-tratamento de outros métodos contínuos de 

estabilização e tratamento do solo e, além disso, dependendo da natureza e características do 

BS, há a possibilidade de recuperação do mesmo e sua reutilização em outros ciclos de 

tratamento do solo. 

3.3.5 – Avaliação da toxicidade do solo, do efluente da coluna e do solo após o tratamento 

O As não é um elemento essencial para crescimento das plantas (IMRAN; SAJID; 

CHAUDHRY, 2015) e seu potencial toxicológico, via diferentes mecanismos de intoxicação, 

é conhecido. Devido a similaridades com o íon fosfato (PO4
-3), o íon arsenato é capaz de 

substituir o PO4
-3 em diversas reações celulares e expressa efeitos tóxicos na germinação e 

retardamento no ciclo de folhagem e crescimento das folhas e raízes (MAHMOOD, 2010; 

STRAWN, 2018). 

Diante da intervenção antropogênica crescente, o estudo do efeito das contaminações em solo 

e água tem sido essencial para prever as consequências das contaminações nos seres vivos 

(ARRAES; LONGHIN, 2012). A espécie Allium cepa é utilizada amplamente em ensaios de 

ecotoxicidade, sejam por meio de ensaios de avaliação da germinação, da genotoxicidade ou 

mutagenicidade na presença de várias substâncias, entre elas, metais e metaloides (FISKESJÖ, 

1985).  

A cebola, Allium cepa, é uma monocotiledônea pertencente à família Amarylladaceae e é umas 

das espécies mais cultivadas no mundo. É uma espécie de textura herbácea, com folhas 

cilíndricas, ocas, verdes e aromáticas, apresenta um bulbo de tamanho variável, composto por 

camadas sobrepostas e concêntricas, suculentas. O bulbo apresenta recobrimento por 

membranas secas com cores que variam de acordo com a espécie. O caule verdadeiro está 

localizado na extremidade inferior ao bulbo e origina as raízes fasciculadas e não muito 

profundas (KUETE, 2017). 

Como mencionado no item 3.2.6, os ensaios de avaliação toxicológica dos efluentes da coluna 

utilizando sementes de Allium cepa foram conduzidos de acordo com o procedimento 208 do 
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Guidelines for the Testing of Chemicals elaborado pela OECD. A referida espécie foi 

selecionada para a condução dos ensaios por ser indicada e comumente utilizada em ensaios de 

avaliação da qualidade ambiental e de toxicidade, devido à sua rápida resposta a estímulos 

ambientais (LEME; MARIN-MORALES, 2009), e também por ser um dos alimentos mais 

consumidos, cru ou cozido, mundialmente e ser, em alguns casos, uma fonte indireta de 

contaminação de As (AHMED et al., 2016). 

A germinação das sementes e os aspectos visuais das folhas e raízes das plântulas foram 

avaliados de acordo com os estágios de crescimento apresentados na Figura 3.11 referenciados 

pela International Union for the Protection of New Varieties of Plants (IUPP). Os dados 

quantificados de comprimento de raiz e folhas, assim como o índice de germinação, estão 

apresentados na Tabela 3.6. 

Figura 3.11 - Estágios de germinação e crescimento da espécie Allium cepa por 50 dias 

 

Fonte: IUPP, 1999. 

Antes do 10° dia, há o brotamento da raiz da semente que emerge e se dirige ao solo para fixação 

da semente e desenvolvimento do caule e configuração dos estágios de crescimento mostrados 

a partir do 10° dia. Observa-se também que apenas a raiz inicial é mais alongada, diminuindo, 

normalmente, o seu comprimento com o avanço de crescimento da planta.  

As sementes foram umidificadas com o efluente de cada ciclo da coluna (E) e os controles de 

crescimento (C) e os ensaios de crescimento em solo tratado (ST) foram umidificadas com água 

destilada a cada dois dias. A Tabela 3.6 apresentas os resultados deste ensaio.
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Tabela 3.6 – Comprimento (cm) de folhas, raízes e índic de germinação de sementes de 
Allium cepa 

Amostra 
Folhas e caule (cm) Raiz (cm) Índice de 

Germinação 
(%) 

Média 
Desvio 
padrão 

Mediana Média 
Desvio 
padrão 

Mediana 

Controle 7,47 0,51 8,00 1,42 0,66 1,32 70 

C20% 2,18 3,08 2,13 0,89 1,26 0,00 7,5 
C50% 0,80 0,00 0,80 0,23 0,33 0,00 2,5 
C80% 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0 

1E 3,57 1,08 3,76 0,90 0,31 0,63 40 
2E 3,87 0,90 4,06 0,77 0,06 0,70 42,5 
3E 4,47 0,34 4,09 1,16 0,25 0,99 45 
4E 4,71 0,95 4,62 0,57 0,11 0,55 52,5 
5E 4,63 0,60 4,23 0,93 0,26 0,83 50 
6E 4,86 1,46 4,94 0,41 0,11 0,36 55 
7E 4,78 1,72 4,91 0,67 0,18 0,70 55 

ST 20% 6,97 0,41 7,23 1,46 0,56 1,49 60 
ST 50% 7,02 1,44 7,05 1,24 0,30 1,13 57,5 
ST 80% 4,29 0,79 4,18 1,19 0,24 1,04 52,5 

Observa-se que há diferenças de influência no crescimento e desenvolvimento das sementes 

quando o contaminante está presente no solo e quando o contaminante é inserido no 

ecossistema. Segundo Mahmood (2010), a concentração, a atividade dos íons presentes e a 

cinética química das reações que ocorrem no solo são os principais fatores relacionados ao 

efeito dos metais e metaloides nas plantas. Consequentemente, o impacto no crescimento das 

espécies está relacionado às frações solúveis, trocáveis, orgânicas e insolúveis do As, sendo as 

frações residual, mineralizada e incorporada a silicatos relacionadas apenas ao background 

geológico da região. As frações trocável e solúvel estão disponíveis para a absorção por plantas 

e as frações orgânica e trocável são disponibilizadas através de alterações físico-químicas e 

reações químicas no solo (JAVED; KACHANOSKI; SIDDIQUE, 2013). 

Os resultados dos controles para os sistemas contendo 20%, 50% e 80% de solo contaminado 

comprovam que o As, interferiu negativamente no desenvolvimento das plantas, retardando o 

crescimento e desenvolvimento das mesmas, além de diminuir o número de germinações, 

respectivamente, 7,5, 2,5 e 0%, o que indica a presença de As disponível para absorção pelas 

plântulas, principalmente, na fração trocável do solo avaliado, confirmando os estudos de 

disponibilidade destas frações por Coelho (2018). 
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Após o tratamento com COP em pH 11, plantas com folhas e caule com 6,97; 7,02 e 4,29 cm 

de altura foram obtidas para sistemas contendo 20, 50 e 80% de solo tratado, contendo 

respectivamente 2,08, 5,20 e 8,33 mg de As residual. Como mostrado na Figura 3.12, há a 

presença de alterações morfológicas observáveis a olho nu nas plantas crescidas no sistema 

contendo 80% do solo tratado. 

Figura 3.12 - Comparação das estruturas das plantas crescidas em sistema contendo 20, 50 e 
80% de solo tratado com COP pH 11 e do controle positivo 

 

As estruturas das plantas crescidas em sistemas com 20 e 50% apresentaram-se, a olho nu, de 

acordo com o esperado e apresentado na Figura 3.11 para 21 dias de crescimento e também 

semelhantes às crescidas no controle positivo, assim como a altura das folhas e comprimento 

das raízes, como apresentado na Tabela 3.7. No sistema contendo 20% de solo tratado 

observou-se crescimento semelhante e, em algumas plantas, com altura superior às plantas do 

controle positivo. Este é um indicador de que a presença de pequenas concentrações de As 

podem estimular o crescimento e desenvolvimento de algumas espécies, como já reportado na 

literatura (SUSHANT; GHOSH, 2010). A presença de outros minerais essenciais e o aumento 

da concentração de matéria orgânica, por meio da mistura com o substrato vegetal, também 

contribuem para o melhor desenvolvimento das plântulas. Diferentemente, as plantas cultivadas 

em ST80 apresentaram média de crescimento inferior a ST20 e ST50 e apresentaram também 

alterações estruturais, como o desenvolvimento inferior da parte aérea e subterrânea ao das 

plantas dos outros sistemas e do controle. 

Segundos os protocolos 208 e 312 da OCDE, a irrigação dos sistemas de cultivo com os 

efluentes propiciou a avaliação dos efeitos de toxicidade de diferentes concentrações de As e 
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os resultados deste ensaio estão apresentados na Tabela 3.6 e, as estruturas dos geminados, na 

Figura 3.13. 

Figura 3.13 - Estrutura dos germinados de Allium cepa dos sistemas umidificados com o 
efluente dos ciclos da coluna 

 

Ao se avaliar as estruturas das plantas irrigadas com o efluente dos ciclos da coluna, observou-

se que as mesmas estavam em diferentes estágios de crescimento, sendo o desenvolvimento 

gradativamente maior em cada ciclo. No sistema umidificado com o efluente do primeiro ciclo, 

percebe-se um atraso no crescimento da planta e no desenvolvimento da raiz para um cultivo 

de 21 dias. Ao se utilizar os eluatos produzidos no final dos demais ciclos, estágios de 

desenvolvimento mais avançados foram observados como maior altura das plantas e 

desenvolvimento da raiz. Utilizando eluato do segundo ciclo, pode-se observar também que as 

plantas, ainda que menos desenvolvidas, apresentaram crescimento de uma segunda folha, o 

que pode sugerir uma adaptação da planta para sobreviver ao meio contaminado. A partir dessas 

observações, foi possível relacionar a concentração de As no eluato com a altura das folhas das 

plantas. Esta correlação pode ser observada na Figura 3.14. 
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Figura 3.14 - Gráfico de correlação entre concentração de As dos efluentes da coluna e altura 
das folhas e caule de Allium cepa 

Y = -0,1427+5,1035;  R2 =0,9589. 
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No gráfico acima percebe-se relação linear decrescente entre a concentração de As com que o 

sistema de cultivo foi irrigado e a altura das plantas no intervalo de concentração avaliado com 

alto coeficiente de determinação (R2=0,9589). O aumento da concentração de As contribui  

alterações no crescimento de Allium cepa e este tipo de correlação permite prever o 

comportamento da espécie ao se tratar de contaminantes arsenicais. Diante da tentativa de 

adaptação observada no sistema irrigado com efluente do segundo ciclo da coluna e as 

observações dos estudos de mutagenicidade, genotoxicidade e citotoxicidade conduzidos por 

Yi; Wu e Jiang (2007) e, de acordo, com o estudo conduzido por Quadra et al. (2019) 

comprovando a toxicidade de particulado proveniente de rejeitos da mineração de Fe no estado 

de Minas Gerais por meio de alterações cromossômicas. 

O índice de geminação é outro fator avaliado em ensaios de toxicidade. A relação entre esse 

índice e a concentração de As do efluente dos ciclos de lavagem do solo em coluna está 

apresentada no gráfico da Figura 3.15. 
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Figura 3.15 - Índices de germinação verificados para a concentração de As do efluente dos 
ciclos de lavagem de solo em coluna 
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Observou-se no gráfico que o índice de germinação também foi afetado pelo aumento da 

concentração de As nos efluentes utilizados para irrigação das sementes que apresentaram-se 

entre 2,17 e 11,33 mg.L-1, com média de valores até 32% inferior ao do controle positivo e 

raízes de comprimentos variados, indicando outra alteração nas estruturas das plantas. O estudo 

de Liu e colaboradores (2005) também descreve decréscimo de até 45% no índice de 

germinação de trigo quando tratado com arsenato e de até 50% quando as sementes eram 

expostas a concentrações de até 16 mg.L-1 destas espécies. Nos estudos de Imran; Sajid e 

Chaudhry (2015), também avaliando o efeito dos mesmos íons, observou índices de germinação 

máximos de 35,5 e 40% para sementes de girassol Helianthus annuus. Embora tais resultados 

sejam importantes é necessário ressaltar que os experimentos foram realizados utilizando-se 

solo contaminado artificialmente e, portanto, o arsênio estaria mais disponível do que esperado 

para um solo natural, no qual o todo o As não está totalmente disponível nas frações solúvel, 

adsorvida e trocável, sendo passível de intemperismo e liberação gradual do contaminante. 

Por meio destes ensaios, a toxicidade do efluente dos ciclos de lavagem em coluna foi verificada 

e, ao mesmo tempo, o potencial de contaminador do solo ao sofrer processos de lixiviação ou 

intemperismo pode ser avaliado. A reutilização do solo tratado para cultivo de alimentos ou 

mistura a outros solos não é indicado, tendo em vista a possibilidade de ações de intemperismo 
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e a liberação de As. Contudo, a possibilidade de seu uso para finalidades de paisagismo com 

contenção de água de irrigação excedente não está excluída. 

3.5 - CONSIDERAÇÕES PARCIAIS 

Neste capítulo foram avaliados os parâmetros para obter maior eficiência de extração de metais 

e metaloides, principalmente de arsênio, utilizando extrato contendo biossurfactante, bem como 

a toxicidade dos efluentes dos ciclos de lavagem da coluna e a possibilidade de utilização do 

solo após o tratamento.  

Os parâmetros físico-químicos avaliados nos ensaios de extração demonstram grande potencial 

do uso de produtos biotecnológicos que apresentam atividade superficial em tratamentos de 

solos contaminadas por contaminantes inorgânicos, ainda que sejam escassos os estudos na 

área. O controle e monitoramento de algumas características do sistema mostraram-se 

essenciais para a extração eficiente dos contaminantes e a predição do comportamento do 

sistema em função das espécies alvo do processo. 

Em outro contexto, os efluentes das colunas contendo As mostraram-se tóxicos às sementes de 

Allium cepa, influenciando negativamente o índice de germinação e o desenvolvimento das 

plantas e evidenciando também o risco potencial de contaminação de corpos d’água ou de 

aumento da área de contaminação por espécies inorgânicas, devido à possibilidade de 

ocorrência de mobilidade do contaminante no solo. 

A toxicidade do solo estudado foi confirmada por meio da diminuição da toxicidade após o 

tratamento proposto. Assim, a reutilização do solo tratado, mesmo que diluído em terra vegetal, 

para cultivo de alimentos e que tenham contato direto com o solo não é indicada, devido a 

presença de As em outras formas que ainda podem ser convertidas em frações trocáveis ou 

solúveis. Porém, seu uso em paisagismo, desde que com contenção da água de irrigação, poderia 

ser recomendado. 

 Embora a abordagem de uso de consórcios microbianos e seus produtos biotecnológicos para 

avaliação da extração de metais e remoção de constituintes orgânicos ainda não seja 

amplamente explorada pela literatura, diante dos resultados obtidos, fica clara a relevância e a 

eficiência da interação entre micro-organismos e dos produtos dessas interações. Por isso, 
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enfatiza-se a necessidade de mais estudos na área visando aplicações ambientais e o uso dos 

produtos e subprodutos dessas interações na remediação de solos e águas contaminadas. 
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CAPÍTULO 4 

Considerações finais 

O presente estudo demonstrou a viabilidade da produção de biossurfactantes e a eficiência de 

emprego destes produtos biotecnológicos visando a remediação de solos contaminados. A partir 

do estudo, a identificação dos micro-organismos em nível de família foi obtida. As condições 

de produção foram estudadas e avaliou-se o potencial de remediação do BS e também a 

possibilidade de reutilização do solo tratado. 

O sequenciamento do gene 16s utilizando a técnica de Íon Torrent e foram identificadas as 

famílias de micro-organismos Pseudomonadaceae e Xanthomonadaceae, que compreendem 

espécies produtoras de biossurfactantes. A presença majoritária de micro-organismos dos 

gêneros Stenotrophomonas e Pseudomonas e os nutrientes fornecidos no meio de cultura 

indicam fortemente a presença de biossurfactantes da classe dos glicolipídios e ramnolipídios. 

O uso demais de uma fonte de carbono, no caso glicose e glicerol, também provou ser uma 

estratégia interessantes tendo em vista o aumento na produção de biossurfactantes verificado 

pelo índice de emulsificação. Há também a possibilidade de glicerol proveniente de produtos 

secundários de outros processos. 

Os resultados de tensão superficial e índice de emulsificação foram importantes para verificar 

a produção de biossurfactantes utilizando-se diferentes fontes de carbono. Os cultivos com 

razões distintas de glicose e glicerol também não prejudicaram a produção do bioproduto e 

permitiram comprovar a capacidade de adaptação do consórcio a diferentes concentrações de 

diferentes fontes de carbono. Estas são características importantes que podem possibilitar o uso 

de diferentes fontes de nutrientes para o cultivo deste consórcio visando seu uso de diferentes 

formas em processos de remediação de vários tipos de contaminantes. 

A estabilidade da tensão superficial verificada para todos os extratos em pH ácido, neutro e 

alcalino, aproximadamente 30 mN.m-1, também permite que o extrato livre de células seja 

utilizado em diferentes cenários. Entretanto, o índice de emulsificação do extrato produzido 

utilizando-se razão glicose/glicerol igual a 2,5 foi mais afetado por alterações de pH. 
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A metodologia de planejamento de experimentos adotada provou-se tratar de uma boa estratégia 

para explorar o sistema. As variáveis escolhidas para a investigação – pH, tempo de cultivo, 

razão glicose e glicerol e temperatura – são significativas para o sistema analisado. Ao avaliar 

a modelagem de primeira e segunda ordem, os dados obtidos não se ajustaram aos modelos 

testados, comprovados pela falta de ajuste significativa e regressão não significativa. Uma 

análise utilizando método univariado foi adotada de forma alternativa para determinar as 

condições ideais para a obtenção dos produtos com maior atividade superficial, ou seja, maior 

índice de emulsificação e diminuição da tensão superficial. Estas condições foram atendidas 

em cultivo com pH 9,5, razão glicose/glicerol 2,5, temperatura de 25 °C de cultivo e cultivo 

com três dias de duração. 

O potencial de remoção de arsênio foi avaliado para todos os extratos utilizando-se extrações 

sequenciais. Para fins comparativos, as extrações também foram realizadas com água destilada, 

solução de cloreto de cálcio 0,01 mol.L-1, saponina 0,1% (m.v-1) e SDS 1% (m.v-1). Os 

resultados obtidos com estes extratores foram inferiores aos obtidos com os extratos contendo 

BS. A concentração de As no efluente ao final destas extrações foi, entretanto, muito superior 

à concentração máxima permitida pela legislação brasileira e indicada pela OMS para efluentes 

e água potável, evidenciando o potencial de contaminação do solo caso submetido a fenômenos 

naturais como a percolação de água de chuvas ou caso sofra efeitos de ações antropológicas 

sobre o ambiente como, por exemplo, o lançamento de efluentes domésticos contendo produtos 

de higiene e limpeza, os quais, muitas vezes, são preparados com SDS e outros surfactantes 

sintéticos. 

Após ciclos sucessivos de extração, em um sistema com proporção de 1:2 (solo: agente 

extrator), o aumento da extração de As foi observado com o aumento da razão glicose/glicerol, 

atingindo o máximo de 255,30 mg.kg-1 ao final da extração sequencial, utilizando o extrato do 

culivo com razão glicose/glicerol igual a 2,5. A condição de produção ótima determinada para 

a produção de BS (COP) apresentou o melhor valor de extração ao final dos ciclos: 

270,03 mg.kg-1.  

O extrato contendo BS foi eficiente na remoção de As em ampla faixa de pH, independente das 

razões glicose/glicerol empregadas. Porém, em pH alcalino foram observadas extrações mais 

eficientes.  

O dimensionamento do experimento em escala 15 vezes superior, com ciclos de 24 horas, 

comprovou a eficiência do método de extrações sequenciais. Utilizando-se o agente extrator 
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COP em pH 11, obteve-se extração de As total de 678,39 mg.kg-1, valor muito superior ao 

reportado na literatura para solos com características semelhantes. 

Tendo em vista os efeitos adversos do As ao meio ambiente e aos organismos, a ecotoxicidade 

deste metaloide foi avaliada com base em protocolos preconizados pela OECD. Os resultados 

obtidos indicam que a presença de As provoca alterações na morfologia e no crescimento das 

plantas de Allium cepa e que seus efeitos são proporcionais à concentração de As no meio. 

A toxicidade do solo em estudo também foi avaliada e nenhuma germinação de sementes de 

Allium cepa foi observada utilizando o solo puro ou em mistura. Avaliações foram realizadas 

utilizando sistemas contendo 20, 50 e 80% de solo não tratado. Baixos índices de germinação 

foram observados para as menores diluições, 7,5 e 2,5%, respectivamente. Nenhuma 

germinação observada para o sistema contendo 80% de solo não tratado. Estes resultados 

confirmam a alta toxicidade do solo. Após o tratamento, as misturas contendo de 20, 50 e 80% 

apresentaram gérmens e índice de germinação acima de 50%. Além disso, alterações 

morfológicas foram observadas apenas na mistura preparada com 80% de solo tratado e 20% 

de Mistura S. Dessa forma, há a comprovação da eficiência da técnica proposta para remediação 

do solo por meio dos índices de germinação e da análise da morfologia das plantas. Entretanto, 

a reutilização do solo é recomendada apenas para fins paisagísticos com condição de retenção 

da água devido a possível ocorrência de processos e reações químicas que disponibilizem o As 

mineralizado. 

Os resultados obtidos neste trabalho resultaram em produções científicas aceitas em dois 

eventos científicos: International Biohydrometallurgy Symposium (2019) e no Groundwater 

Remediation using Nano/biotechnology with focus on the Contaminated Resources in Brazil 

(GRUN-2019). 

Ademais, é importante ressaltar que este trabalho enfatiza o uso de consórcios microbianos e 

seus bioprodutos para a remediação de solos contaminados com As e a possibilidade de sua 

aplicação para remediar solos contaminados com substâncias orgânicas ou inorgânicas. 

Diante do estudo apresentado, algumas propostas de trabalho a serem realizados futuramente 

são sugeridas com a intenção de promover maior contribuição para o tema em questão. 

 

 

 



  123 

Dentre elas destacam-se: 

I. Investigar a composição do consórcio microbiano, identificando as espécies e, 

posteriormente, identificar dentre estas as produtoras de substâncias que possuem 

atividade superficial; 

II. Purificar as substâncias que possuem atividade superficial e caracterizá-las; 

III. Avaliar a remediação de contaminantes orgânicos pelo mesmo consórcio microbiano; 

IV. Avaliar destinação adequada para o efluente proveniente do tratamento de remediação 

utilizando o BS; 

V. Realizar estudos de possível recuperação dos biossurfactantes, para promover sua 

reutilização. 
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ANEXOS 

ANEXO A–CARACTERIZAÇÃO QUÍMICA DA FRAÇÃO DE SOLO 0,105<Φ<0,250 MM 

Tabela A – Análise química da fração de solo 0,105<φ<0,250 mm 

Elemento Concentração 
(mg.kg-1) Elemento Concentração 

(mg.kg-1) 

As  2760,49 Zr 7,61 

Ba 70,03 Pb 15,42 

Bi <LQ P 222,12 

Cd 9,36 S 142,39 

Co  15,60 Ti 69,50 

Cr 9,48   

Cu 38,00   

Li 2,37   

Mo 3,19   

Ni 67,66   

Sc  1,52   

Sr 4,38   

Th <LQ   

V 6,31   

Y 8,42   

Zn 35,80   

Be 0,87   

Mn 3485,87   

Al 2365,68   

Fe 52903,13   

Ca 158,93   

K 197,64   

Mg 635,43   

Na 60,88   
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ANEXO B – DIAGRAMA DIAGRAMA POURBAIX DAS ESPÉCIES Al-H2O 

 

Figura A– Diagrama Pourbaix das espécies Al-H2O, 25 °C, 0,001 mol.L-1, calculado 
utilizando o programa HSC 
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ANEXO C - DIAGRAMA POURBAIX DAS ESPÉCIES DE Mn – H2O, 25 °C 

 

Figura B – Diagrama Pourbaix das espécies de Mn – H2O, 25 °C, 0,001 mol.L-1 calculado 
utilizando o programa HSC 

 

 

 

 


