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RESUMO 

 

O petróleo é uma das fontes de energia mais requisitada pela população mundial. Este composto 

é formado em sua maioria por hidrocarbonetos, e estes estão em alguns casos associados a outros 

grupos moleculares, formando assim uma grande variedade em sua composição. Por conta de sua 

grande importância econômica mundial o petróleo é um produto bastante explorado e manipulado 

pelas indústrias petroquímicas e devido esta intensa exploração, existem riscos de contaminação 

ambiental, tanto em solo quanto em água. Para promover a remediação de áreas impactadas por 

hidrocarbonetos do petróleo existem alternativas físicas e químicas, contudo estas são alternativas 

pouco eficientes, pois não promovem a mineralização do contaminante e em alguns casos levam 

a transformação deste em um produto mais tóxico. Diante do exposto o presente trabalho teve 

como objetivo avaliar a eficiência de biossurfactantes produzidos pela cepa 358.1, uma bactéria 

isolada do petróleo, que pode tornar-se uma alternativa promissora aos surfactantes químicos 

usados em biorremediação de áreas impactadas. Para comprovar a capacidade tensoativa do 

sobrenadante, a bactéria foi inoculada em Meio Mineral tendo como fonte de carbono a glucose. 

A suspenção foi centrifugada após 48h de fermentação sob agitação contínua e o sobrenadante 

isento de células  foi submetido a testes do espalhamento do óleo e Índice de Emulsificação 

(E24). Nos testes de espalhamento do óleo, o sobrenadante apresentou uma ótima atividade com 

uma média de halo de ruptura de 6,2 cm e nos teste de E24 formou emulsões estáveis quando 

querosene, óleo diesel e gasolina foram usados, mostrando assim seu potencial na produção de 

um biossurfactante eficiente e com uma ótima ação mesmo sem ter sido purificado.  

Palavras-chave: Biossurfactante, Biorremediação, Petróleo, Tensoativo. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O petróleo é a fonte de energia mais utilizada e visada na atualidade. É composto em 

grande maioria por hidrocarbonetos e porções menores de óxido, compostos nitrogenados, 

sulfonados (BURGER, 1997; THOMAS, 2001; CORREA, 2003), do qual é formado pela 

decomposição de matéria orgânica sedimentada em bacias oceânica e continentais (MILLANI et 

al. 2000; THOMAS, 2001). 

Por ser formado por hidrocarbonetos, e em alguns casos por compostos fenólicos, o 

petróleo tem uma grande capacidade de impactar negativamente o meio ambiente, mostrando-se 

tóxico para a vegetação nativa, animais e microbiota indígena (WEISMANN et al., 1998; 

MILLIOLI, 2009; TANG et al., 2011). 

Em função de sua grande importância para os países, a exploração e o transporte de 

petróleo ocorre a todo o momento, e isso faz com que haja certos riscos de acidentes e, 

consequentemente, contaminação ambiental (La GREGA et al., 1994). O Brasil situa-se em um 

momento muito promissor em relação à indústria do petróleo com a descoberta do Pré-sal. Nesta 

nova realidade, o desenvolvimento de tecnologias inovadoras será necessário para obter um 

melhor processo de produção e manutenção do petróleo, causando o mínimo de dano ambiental 

(BARBI & DA SILVA, 2008; LIMA, 2008). 

Em um desastre, com derrame de petróleo em ambientes aquático e terrestre, as técnicas 

utilizadas para remoção envolvem principalmente métodos físicos, utilizando redes para retenção 

da mancha de óleo, e químicos, com surfactantes para dissolução desses hidrocarbonetos. Mesmo 

com a minimização dos impactos causados, muitas vezes podem gerar subprodutos da 

degradação ainda persistentes e poluentes ao ambiente (ANDRADE et al., 2010). 

Apesar desses métodos citados, a biorremediação é uma opção que vem se tornando 

bastante promissora por sua capacidade de mineralização de contaminantes do petróleo, tendo 

como produto final CO2 e água, não formando subprodutos tóxicos ao meio ambiente, tornando-

se assim uma alternativa ecologicamente viável (PHILLIPS et al., 2000). Isso é possível graças à 

capacidade de alguns micro-organismos, em especial as bactérias, de produzir metabólitos como 

os biossurfactantes, possibilitando assim a degradação e transformação de contaminantes, como o 

petróleo e seus derivados (ADENIYI & AFOLABI, 2002; VENOSA & ZHU, 2003; ZHANG et 

al., 2005).  
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Os biossurfactantes são metabólitos primordialmente microbianos, de natureza anfotérica, 

que têm a capacidade de biodisponibilizar o óleo contaminante presente no ambiente para que 

este sirva de fonte de energia para os micro-organismos (PORTER, 1994; BODOUR & 

MILLER-MAIER, 1998; BOGNOLO, 1999; PIRÔLLO, 2006). 

Diante do exposto, o presente trabalho objetivou avaliar a produção de biossurfactantes 

pela cepa bacteriana 358.1 e sua eficiência nos teste de espalhamento do óleo e índice de 

emulsificação E24. 
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2. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

2.1. PETRÓLEO E RISCO AMBIENTAL 

 

O petróleo é um composto orgânico originado da sedimentação de matéria orgânica, tanto 

de animais como de vegetais que sofreram transformação química e bioquímica por milhares de 

anos dando origem, assim, a uma mistura complexa de hidrocarbonetos. Essa matéria em 

decomposição que forma o petróleo é encontrada depositada em sedimentos nas bacias oceânicas 

e continentais (MILLANI et al. 2000; THOMAS, 2001; VAN HAMME et al., 2003).  Por se 

tratar de uma substância complexa e heterogênea, as características do petróleo são influenciadas 

pelo ambiente em que este é encontrado. Logo, suas características variam em função da 

localização geográfica e das condições físicas, químicas e biológicas que o originam (VAN 

HAMME et al., 2003). 

A mistura de hidrocarbonetos que constitui o petróleo é representada por cerca de 90% da 

fração total do óleo cru (Figura 1), a outra porção pode ser constituída de compostos 

nitrogenados, oxigenados e sulfonados (BURGER, 1997; THOMAS, 2001; CORREA, 2003). 

Dentre a complexa composição química dos hidrocarbonetos totais do petróleo, devemos dar 

destaque aos hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (HPAs) (Figura 2), compostos altamente 

tóxicos e, consequentemente, prejudiciais ao meio ambiente quando liberados de forma 

inadequada (WEISMANN et al., 1998; MILLIOLI, 2009; TANG et al., 2011). Se tratando da 

poluição por derivados do petróleo podemos citar também, compostos tóxicos como os VOCs 

(Volatile Organic Compounds), óleos pesados, hidrocarbonetos alifáticos como o BTX (Benzeno, 

Tolueno e Xileno) e pesticidas halogenados (RODRIGUEZ, 2006). 

 

Figura 1 – Hidrocarbonetos alifáticos do petróleo (PEDROTI, 2007). 
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Figura 2 – Hidrocarbonetos arómaticos do petróleo (PEDROTI, 2007). 

 

 

Com o avanço das indústrias petroquímicas, a possibilidade da utilização do petróleo e 

seus diversos derivados crescem com o decorrer do tempo, como plástico, tintas, corantes, 

solventes, detergentes, surfactantes e posteriormente os combustíveis. Sua exploração e utilização 

datam desde o século XIX, com os Estados Unidos iniciando a busca por petróleo e, 

posteriormente, em 1887 com a criação dos motores a combustão (THOMAS, 2001).  

Por conseguir ser um produto tão requisitado e explorado mundialmente, sua extração e 

exploração são seguidos de risco de poluição ambiental, que pode ser causada por derrames 

acidentais de óleo no transporte por navios, problemas nas operações em refinarias e 

reservatórios, rompimentos de oleodutos e explosão de poços de perfuração (BURGER, 1997; 

PIRÔLLO, 2006). 

Muitos processos de extração e desenvolvimento do petróleo envolvem sérios riscos ao 

meio ambiente, porém a sociedade moderna depende bastante dessa fonte de energia. Mesmo 

esta, representa uma fonte de energia que tem grande capacidade de agredir o meio ambiente, 

sendo uma das piores fontes de poluição, pois causa efeitos negativos ao solo e a água, de curta e 

longa duração (La GREGA et al., 1994).  

Recentemente, no Brasil, foram relatados acidentes que promoveram a liberação e 

contaminação do petróleo no meio ambiente. Em 2011 houve um acidente no Rio Cubatão (São 

Paulo) e na Bacia de Campos (Rio de Janeiro), e em 2012 na Bacia de Santos (São Paulo) e Bacia 

de Campos (Rio de Janeiro). Esses acidentes somaram o derrame de aproximadamente 2,6 mil 

barris de petróleo o que resultou, consequentemente, em graves danos ao meio ambiente (CRUZ, 

2012).  

Em solo, o óleo bruto sofre modificações físico-químicas, como a adsorção das moléculas 

orgânicas do solo impedindo assim a ação microbiana, fazendo com que este produto seja de 
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difícil degradação (JOHNSEN et al., 2005; PIRÔLLO, 2006). A biodegradação ocorre através do 

metabolismo dos micro-organismos, do qual estes aproveitam contaminantes como fonte de 

carbono para obtenção de energia. Se tratando de um contaminante tão heterogêneo como o 

petróleo, vários compostos são formados para que sua degradação ocorra de forma completa 

(PEDROTI, 2007).  

A biodegradação pode ser dividida em três categorias. A primeira ocorre quando o 

determinado substrato do metabolismo é degradado até forma somente água e dióxido de 

carbono; a segunda seria a biotransformação de compostos complexos em outros compostos mais 

simples; e o co-metabolismo, que se trata da degradação de um composto de forma incompleta, 

gerando um subproduto que não mais se encaixa em sua rota metabólica, ou seja, ocorre por ação 

de uma enzima produzida para outro propósito (GARNIER et al., 2000). Dado a grande 

capacidade microbiana em degradar compostos orgânicos, a biorremediação torna-se uma medida 

em potencial para tratar ambientes contaminados em especial por hidrocarbonetos do petróleo 

(ANDRADE et al., 2010). 

 

2.2. BIORREMEDIAÇÃO 

 

A biorremediação é um processo que vem sendo estudado desde a metade do século 20 

(ZOBELL, 1946), porém esse termo e conceito só ganhou atenção no cenário mundial no final da 

década de 1980, com o derramamento de óleo do navio Exxon Valdez, em 1989, no Alasca. 

Deste então, o termo começou a ser tratado como uma crescente tecnologia com aplicações na 

limpeza e biodegradação de contaminantes perigosos, como o petróleo e derivados (HOFF, 

1993). 

Dentre os métodos físicos e químicos relacionados à limpeza de áreas contaminadas, a 

biorremediação surge como um método alternativo às formas convencionais de remoção ou 

degradação química de solos contaminados por hidrocarbonetos do petróleo. Este processo 

baseia-se na capacidade metabólica dos micro-organismos em transformar uma grande variedade 

de compostos químicos (Figura 3), bem como os que compõem o óleo bruto, promovendo assim 

a biodegradação desses compostos (ADENIYI & AFOLABI, 2002; VENOSA & ZHU, 2003). Os 

micro-organismos usam os componentes do petróleo como fonte de carbono e energia para seu 
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metabolismo (ZHANG et al., 2005). 

 

Figura 3 – Degradação e Biorremediação de composto do petróleo (DIAZ, 2004). 

 

 

 

Este tratamento biológico de ambientes e solos contaminados tem como objetivo 

promover a transformação destes contaminantes em compostos menos nocivos ou até mesmo a 

sua mineralização, originando como produto final CO2, água e biomassa (PHILLIPS et al., 2000). 

A avaliação do grau de descontaminação irá depender da natureza e concentração do 

contaminante presente no ambiente, bem como as características físico-químicas, como tipo de 

solo, concentração salina da água, temperatura, pH e concentração de nutrientes em que está 

sendo aplicado o processo de biorremediação (ADENIYI & AFOLABI, 2002). 

Para realizar a biorremediação, devemos nos apoiar em três princípios básicos, seriam 

eles: a existência de uma microbiota com potencial para degradar o contaminante existente; o 

quanto este contaminante está disponível para o ataque microbiano ou enzimático; e condições 

ambientais que favoreçam o desenvolvimento do agente biorremediador (ANDRADE et al., 

2010).  

Com base nestes aspectos citados, duas técnicas se destacam na biorremediação de 

ambientes poluídos, o bioaumento, que consiste na adição de linhagens microbianas selecionadas 
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e adaptadas a ambientes que apresentam contaminação, por conta disso tem capacidade de 

degradar hidrocarbonetos do petróleo. A outra técnica utilizada, o bioestímulo, requer uma 

correção adequada das condições ambientais, possibilitando assim uma melhor adaptação dos 

agentes biorremediadores, como bactérias, na degradação do contaminante. Esta técnica consiste 

em manipular da melhor maneira possível os parâmetros físico-químicos como pH, temperatura, 

salinidade e  nutrientes, do qual dentre os nutrientes, o nitrogênio e o fósforo são os mais 

comumente utilizados (CUNHA, 2004; GAYLARD et al., 2005). 

A inserção de biossurfactante em ambientes contaminados também é uma maneira de 

bioestímulo, uma vez que este composto tem a capacidade de solubilizar ou biodisponibilizar o 

contaminante para os agentes biorremediadores. Este processo promove assim uma eficácia na 

biodegradação do contaminante pelos micro-organismos indígenas (BOGNOLO, 1999; 

NITSCHKE & PASTORE, 2002). 

 

2.3. BIOSSURFACTANTES 

 

Os biossurfactantes são subprodutos do metabolismo microbiano (bactérias e fungos) e 

são classificados de acordo com sua natureza química. Normalmente, a produção de 

biossurfactantes está ligada ao crescimento aeróbio desses micro-organismos, os quais utilizam 

diversos substratos, encontrados no ambiente como fonte de energia. (BOGNOLO, 1999; 

PIRÔLLO, 2006). Dentre os substratos utilizados podemos incluir hidrocarbonetos do petróleo 

presentes na contaminação, açúcares e diversos resíduos agroindustriais (BOGNOLO, 1999; 

NITSCHKE & PASTORE, 2002; PIRÔLLO, 2006). Os biossurfactantes são de grande 

importância quando se tratam de surfactantes naturais e são divididos em seis classes principais: 

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

(NITSCHKE & PASTORE, 2002).  

Por terem características ecologicamente aceitáveis, como baixa toxicidade e alta 

biodegradabilidade, os biossurfactantes tornam-se uma alternativa em potencial aos surfactantes 

químicos em várias aplicações (YIN et al., 2008), podendo ser amplamente utilizados em 

diversas indústrias, como a do petróleo, cosméticos, alimentos, farmacêutica, agrícola e de 

produtos de limpeza (BAO et al., 2009; DALTIN, 2011). Sua diversa aplicabilidade se reflete na 
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grande diversidade de micro-organismos e ambientes em que o biossurfactante pode ser 

produzido, formando uma grande variedade bioquímica deste composto, permitindo assim seu 

uso em áreas bastante específicas (ROSENBERG & RON, 1999). 

Os biossurfactantes são compostos de moléculas anfipáticas, compreendendo uma porção 

hidrofílica e uma hidrofóbica (Figura 4). Sua fração hidrofóbica é constituída por ácidos graxos 

saturados ou insaturados, hidroxilados ou não. Já sua porção hidrofílica pode ser constituída de 

carboidratos, aminoácidos, peptídeos, polissacarídeos, ácidos carboxílicos, álcoois, ésteres, entre 

outros (PARREA et al., 1989; DESAI & BANAT, 1997). Por estas características bioquímicas, 

os biossurfactantes tem a capacidade de promover a diminuição da tensão superficial, definida 

pela força existente entre as superfícies de um líquido com o ar, levando a dispersão de 

compostos hidrofóbicos ou até mesmo sua total emulsão em solução aquosa (PORTER, 1994; 

BODOUR & MILLER-MAIER, 1998; BOGNOLO, 1999). 

 

Figura 4 – Representação esquemática de uma molécula de biossurfactante (MILLIOLI, 

2009). 

 

 

Por conta de suas características bioquímicas peculiares, há vários fatores que interferem 

na produção de biossurfactantes, parâmetros estes como, físicos, químicos, do meio em que os 

micro-organismos produtores estão inseridos (limitações nutricionais e fonte de carbono), 

temperatura, relação entre as proporções de carbono/nitrogênio e disponibilidade superficial do 

substrato específico (FIECHTER, 1992). Com isso, condições específicas refletiram em um 

produto com características específicas refletindo assim em sua atividade tensoativa 

(ADAMCZAK & BEDNARSKI, 2000; ABOUSEOUD et al., 2008). 

Uma vez sintetizados, os biossurfactantes podem ser liberados para o meio ou podem 

permanecer na superfície da célula microbiana. Quando retidos na célula, ajudam no transporte 

de substratos insolúveis através da membrana, visto que tem a capacidade de se inserir na 

membrana celular, atuado assim no transporte de hidrocarbonetos insolúveis, aderência-liberação 
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das células em superfícies (ROSENBERG & RON, 1999; NITSCHKE & PASTORE, 2002). Ao 

serem liberados para meio, tem capacidade emulsionante e dispersante de hidrocarbonetos, que 

são insolúveis em água. Por conta dessas características, micro-organismos produtores de 

biossurfactantes tem capacidade de se desenvolver em substratos de natureza hidrofóbica ou 

apolar (ONGENA & JACQUES, 2008). 

Com a capacidade de emulsionar e dispersar compostos hidrofóbicos como os 

hidrocarbonetos, a biodegradação de ambientes, como o solo, por biossurfactantes pode ser vista 

através da dessorção do petróleo sorvido no solo e, consequentemente, pelo aumento da 

solubilidade dos mesmos quando os biossurfactantes são utilizados, tendo sua ação ainda mais 

eficiente quando atinge concentrações iguais a Concentração Micelar Crítica (CMC). Uma vez 

atingido o valor máximo da CMC, a tensão superficial e interfacial não sofrerá mais redução, 

mesmo que ocorra adição de mais biossurfactante no meio. A CMC é a menor quantidade de 

biossurfactante necessário para a formação de micelas, estas podem ser definidas por serem 

agregados moleculares com frações hidrofílicas e hidrofóbicas que se associam espontaneamente 

em meio aquoso, como ilustra a figura 5 (BOGNOLO, 1999). 

 

Figura 5 – Solubilização de hidrocarbonetos e formação da micela do biossurfactante 

envolvendo hidrocarbonetos do petróleo (PERFUMO et al., 2010). 

 

 

Visto a grande importância e risco ambiental que a extração e o beneficiamento do 

petróleo podem causar, deve-se utilizar de estratégias ecologicamente viáveis para tratar 

ambientes contaminados por com postos do petróleo. Deste modo os biossurfactantes, que são 

produtos obtidos a partir do metabolismo microbiano, tornam-se uma ferramenta promissora para 

tratamento de áreas contaminadas com petróleo, cujas metodologias físicas e químicas 

convencionais não são tão eficientes.  
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3. OBJETIVOS DA PESQUISA 

 

3.1. OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar a produção e eficiência dos biossurfactantes produzidos pela cepa 358.1 para uso 

futura em biorremediação. 

 

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Analisar morfologicamente a linhagem estudada; 

 Verificar a viabilidade da cepa quanto ao seu crescimento em meio mineral para produção 

de biossurfactante; 

 Avaliar a atividade tensoativa do sobrenadante livre de células pelo método do 

espalhamento do óleo;  

 Analisar se o biossurfactante produzido emulsifica diferentes fontes de hidrocarbonetos. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1. CARACTERIZAÇÃO CULTURAL E MORFOLÓGICA DA LINHAGEM 

 

Para caracterização cultural, a linhagem em estudo, previamente isolada de amostras de 

petróleo pesado proveniente da Fazenda Belém, município de Icapuí – CE por FERREIRA 

(2013), foi cultivada por 24h em Agar Nutritivo a 30°C. Após este período, as colônias foram 

estudas quanto ao seu tamanho, cor, presença de brilho, formato das bordas. As células foram 

submetidas à coloração pelo método de Gram para estudo da forma e análise da formação de 

arranjos.  

4.2. TESTE DE PRODUÇÃO DE BIOSSURFACTANTE  

 

A produção de biossurfactantes foi realizada em Meio Mineral, composto por 10,0 g de 

glucose; 1,0 g de sulfato de amônio; 5,0 g de extrato de levedura; 6,0 g de fosfato dissódico; 3,0 g 

de fosfato de potássio monobásico; 2,7 g de cloreto de sódio e 0,6 g de sulfato de magnésio 

heptahidratado por litro de água destilada (MORÁN et al., 2000; PEREIRA et al., 2013), com 

modificações. Ao meio pronto foi acrescido 0,1% (v/v) de solução de micronutrientes conforme 

Sar e Rosenberg (1983). O meio pronto foi esterilizado por filtração em membrana de 0,45 µm, 

para evitar precipitação de sais no caso de aquecimento. Após filtração o meio foi depositado em 

placas de Petri estéreis dentro da cabine de segurança biológica e banhadas por luz UV durante 

30 min para garantir a esterilidade do meio. 

Para o preparo do inoculo, uma colônia de 24h de crescimento em Agar Nutritivo foi 

subcultivada em 5 mL Meio Mineral, preparado conforme descrito anteriormente. A cultura foi 

cultivada sob agitação contínua de 150 rpm, a 30ºC por 24h. A concentração do inóculo foi 

verificada pela contagem de células viáveis, com o uso da técnica da Microgota (ROMEIRO, 

2007), com modificações. Esse processo foi feito em triplicata para ratificar a repetição dos 

valores obtidos. 

Após 24h de crescimento, a suspensão celular em fase exponencial foi utilizada como 

inóculo, a uma proporção de 10% (v/v). A cultura foi incubada sob agitação contínua de 150 rpm, 
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a 30ºC por 48h, após o que foi centrifugada a 10.000 g por 10 min para separação das células. O 

sobrenadante, desta forma, foi utilizado nos testes de atividade tensoativa. Todos os 

procedimentos foram feitos em triplicata. 

 

4.3. AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE TENSOATIVA DO SOBRENADANTE  

 

A detecção de atividade tensoativa foi verificada pelo método de Iqbal, Khalid e Malik 

(1995) com modificações para o teste de emulsificação. Este teste consiste em avaliar a formação 

de emulsão dividindo o tamanho da camada emulsionada (espuma) pela camada total do líquido. 

O experimento foi feito adicionando-se 2 mL de sobrenadante isento de células em tubos de 

ensaio contendo 2 mL de Querosene, Gasolina comum, Diesel comum e Glicerol com agitação 

vigorosa em Vortex por 2 minutos. Este ensaio foi feito em duplicata com 6 repetições para cada 

hidrocarboneto. O outro teste de detecção foi o do espalhamento do óleo, descrito por Youssef et 

al. (2004) com modificações. O método consistiu em depositar petróleo bruto em 

aproximadamente 30 mL de água destilada em uma placa de Petri com diâmetro de 10 cm, após o 

que foram adicionados 200 µL de sobrenadante isento de células e o halo de ruptura no óleo 

bruto foi medido e comparado com o controle negativo (água destilada) e o controlo positivo 

(Tween 80). Os testes foram realizados em triplicata. 

A fim de avaliar a capacidade tensoativa do sobrenadante em altas temperaturas, este foi 

submetido a um tratamento térmico de 121ºC por 15 min, o mesmo tratamento utilizado para 

esterilização, e posteriormente submetido ao teste de espalhamento do óleo. 

 

4.4. ANÁLISE ESTATÍSTICA DOS DADOS 

 

Para análise dos dados, foi primeiramente executado um teste de normalidade Shapiro-

Wilk com o nível de significância de 5% (P˂0,05) para determinar se os dados seguiam uma 

curva normal. Foi verificado que os dados eram normais, logo usou-se uma ANOVA associado a 

um teste de Tukey, ambas com o nível de significância de 5% (P˂0,05) para verificar se há 

diferença significativa entre os grupos testados, tanto nos teste de espalhamento do óleo quanto 

no E24. Para o teste estatístico foi usado o programa PAST (HAMMER et al., 2001). 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1. CARACTERIZAÇÃO CULTURAL DAS COLÔNIAS DE 358.1 

 

A cepa bacteriana 358.1 apresentou colônias mucóides, circulares, com bordas uniformas e 

de aproximadamente 2mm de diâmetro, como mostra a Figura 6. 

 

Figura 6 – Crescimento em placa da cepa 358.1. 

 

 

 

Através da técnica da microgota foi possível padronizar o número de células inicial do 

inoculo para 1,2 x10
8
 células/ml de Meio Mineral.  
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Figura 7 – Técnica da Microgota para verificação da concentração do inóculo de 358.1. 

 

 

De maneira paralela a verificação da concentração bacteriana, a técnica de Gram foi 

utilizada para verificar o tipo de parede celular da cepa 358.1. A Figura 8 mostra que a 

determinada cepa é uma bactéria Gram negativa e em forma de bastonete. Como relatado por 

Gouveia e colaboradores (2003), populações bacterianas Gram negativas podem ter uma 

determinada vantagem sobre outras populações quando estas estão em competição por compostos 

hidrofóbicos, os quais são predominantes em ambientes contaminados por hidrocarbonetos do 

petróleo. 

Estudos de caracterização e purificação de biossurfactantes com potencial tensoativo 

revelam que cepas como Pseudomonas sp. 2B (APARNA et al., 2012) e Sphingobacterium sp. 

(BURGOS, et al., 2011) são caracterizadas também como Gram negativas, concordando assim 

com os resultados encontrados para linhagem 358.1. Porém no trabalho de Bueno (2008), que 

isolou e caracterizou micro-organismos de amostras de solo contaminadas por hidrocarbonetos, a 

maiorias de seus isolados produtores de biossurfactantes eram Gram positivos. 
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Figura 8 – Característica morfológica da linhagem 358.1 Lâmina corada pelo método de Gram e 

fotografada em microscópio óptico com aumento de 1000 x. 

 

 

 

 

 

 

 

5.2. PRODUÇÃO DE BIOSSURFACTANTE PELA CEPA 358.1 

A linhagem em estudo atingiu a fase exponencial de crescimento a partir de 18h em meio 

mineral e teve a produção de biossurfactante detectada a partir de 48h de cultivo a 30°C sob 

agitação de 150 rpm (Figura 9).  

 

Figura 9 – Aspecto do crescimento do inoculo inicial e durante os experimentos em Meio Mineral 

para produção de biossurfactantes. 
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Bueno (2008) em seu estudo sobre bactérias produtoras de biossurfactantes 

constatou que uma maior produção deste composto encontrava-se após 72h de crescimento de 

modo diretamente proporcional ao crescimento bacteriano, diferentemente do tempo fermentativo 

usado para a cepa 358.1, onde a cultura teve seu desenvolvimento por 48h e obteve ótimos 

resultados nos teste de avaliação da atividade tensoativa. A fonte de carbono usada no Meio 

Mineral para a fermentação da cepa 358.1 foi a glucose. Diferentemente, Bueno (2008) em seu 

trabalho, analisou diferentes fontes de carbono com o objetivo de obter uma melhor produção de 

biossurfactante e melhor atividade tensoativa e concluiu que com a sacarose encontrou os 

melhores resultados. Em seu trabalho sobre otimização do processo de produção de 

biossurfactantes, Pereira (2013), variou fontes de nitrogênio. Seus resultados corroboraram com 

os obtidos em nosso trabalho, cuja fonte melhor de nitrogênio foi o sulfato de amônio. 

 

5.3. AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE TENSOATIVA DO SOBRENADANTE 

ISENTO DE CÉLULAS 

 

A atividade tensoativa do sobrenadante isento de células foi avaliada utilizando a 

técnica de espalhamento de óleo. A capacidade do biossurfactante estudado para emulsificar 

hidrocarbonetos foi estudada pelo método E24. Conforme observado na Figura 10, os resultados 

foram bastante promissores, visto que os halos de abertura do óleo para o sobrenadante ainda 

bruto foram significativos (p˂ 0,05), tomando quase toda a superfície testada. Importante 

destacar ainda que o biossurfactante em estudo foi tão eficiente quanto o controle positivo 

realizado com um produto químico puro, Tween 80. 
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Figura 10 – Camada de petróleo bruto sobre água destila em placa de Petri (A), Controle negativo 

teste com água destilada (B), Controle positivo teste com Tween 80 (C), Repetições do teste com 

o sobrenadante da cepa 358.1 (D, E, F). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Jazeh e colaboradores (2012) verificaram o potencial tensoativo de 160 isolados, 

dos quais duas cepas de Bacillus sp. resultaram em potenciais produtoras de biossurfactantes. 

Dentre seus métodos de detecção, o espalhamento do óleo foi usado, porém seus resultados foram 

comparados apenas com um controle negativo, água destilada, diferentemente dos testes feitos 

com a cepa 358.1, que analisou sua eficiência equivalente a um produto químico. Uma vez que 

comparar também com um controle positivo, como foi feito neste trabalho, expressa além da 

presença do biossurfactante no sobrenadante, a sua eficiência, quando comparado a um 

surfactante químico (Tween 80). 

Youssef e colaboradores (2004) avaliaram três métodos de detecção de 

biossurfactantes, sendo um deles o teste de espalhamento do óleo, do qual em seus resultados 

mostraram que este era eficiente na detecção de compostos tensoativos como os biossurfactantes, 

assim como foi mostrado neste estudo com a cepa 358.1. Nos testes de espalhamento do óleo, a 

cepa 358.1 mostrou halos de ruptura em média de 6,2cm (Figura 11). Com isso, halos de ruptura 

A 

E 

B C 

D F 
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maiores que 40% na superfície de petróleo são considerados resultados promissores para cepas 

produtoras de biossurfactantes (YOUSSEF et al., 2004; BARRETO, 2011).  

Figura 11- Medidas em cm dos halos obtidos após adição do sobrenadante livre de células sobre a 

camada de petróleo. Controle negativo (água destilada), controle positivo (Tween 80) e o 

sobrenadante isento de células (cepa 358.1). As barras referem-se à média dos halos formados e a 

barra de erros representa o desvio padrão. Letras diferentes indicam diferença estatística 

significativa (a/b/c). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

É possível notar visivelmente no gráfico da Figura 11 que há uma diferença 

significativa entre todos os grupos, contudo a diferença entre o sobrenadante da cepa 358.1 (c) 

apesar de significativa é pequena quando comparado diretamente com o controle positivo, o 

surfactante químico Tween 80 (b). Isso reflete o grande potencial do biossurfactante produzido 

pela cepa 358.1 não purificado, para ser utilizado como alternativa ao surfactante químico, 

principalmente na biorremediação de áreas contaminadas por hidrocarbonetos. 

Afshar e colaboradores (2008) avaliaram a eficácia de métodos de detecção de 

biossurfactantes produzidos por bactérias isoladas de áreas de escavação petrolífera. Não 

a 

b 

c 
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obstante, dentre os seus métodos de avaliação, o teste do espalhamento do óleo foi escolhido 

como o método mais simples, rápido e de reposta precisa, uma vez que os resultados 

corresponderam com os do teste de tensão superficial Du Nouy, mostrando que o tamanho do 

halo formado no espalhamento do óleo é inversamente proporcional a tensão superficial. Estes 

resultados reforçam os obtidos para a linhagem 358.1, uma vez que os halos de rompimento da 

camada de óleo causados pelo sobrenadante da cepa foram significantes.  

Após a análise dos resultados encontrados, resolveu-se avaliar a termoestabilidade 

da atividade tensoativa do sobrenadante da cultura de 358.1. Para isso, o sobrenadante bruto foi 

submetido a um tratamento térmico de 121ºC por 15 min. Após o resfriamento e realização 

novamente do teste de espalhamento do óleo, obteve-se o mesmo resultado (Figura 12 e 13), o 

que amplia as possibilidades de aplicação deste bioproduto mesmo em condições de temperaturas 

mais extremas.  Estes resultados condizem com os de Barreto (2011), que mesmo após ter sido 

aquecido, o sobrenadante manteve sua atividade tensoativa.  

 

Figura 12 – Teste do espalhamento do óleo após tratamento térmico do sobrenadante da cepa 

358.1.  
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Figura 13 - Comparação dos tamanhos dos halos antes e após o tratamento térmico do 

sobrenadante de 358. Controle negativo (água destilada), controle positivo (Tween 80), 

sobrenadante isento de células (cepa 358.1) e o mesmo sobrenadante após ser tratado 

termicamente.  As barras referem-se à média dos halos formados e a barra de erros representa o 

desvio padrão. Letras diferentes indicam diferença estatística significativa (a/b/c). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Outro parâmetro que refletiu na avaliação da atividade tensoativa foi a verificação 

da potencial emulsificante do sobrenadante isento de células. A emulsificação é uma propriedade 

de alguns compostos anfipáticos de promover a dispersão de substâncias imiscíveis, através de 

microgotas de emulsão (VALPUESTA, 2008). Para detectar a avaliação da capacidade 

emulsificante da cepa 358.1, foi usado o teste proposto por Iqbal e colaboradores (1995) com 

modificações, no qual 2 mL de sobrenadante foram adicionados a 2 mL de diferentes fontes de 

hidrocarbonetos (querosene, óleo diesel, gasolina e glicerol) e o índice de emulsificação foi 

medido após 24h. Conforme a Figura 14, verificamos que foram formadas emulsões nos 

 



34 

 

 

hidrocarbonetos teste querosene, óleo diesel, gasolina e glicerol. Esses resultados mostram a 

importância de uma biomolécula com capacidade emulsificante, reforçando assim as 

possibilidades de aplicação desta substância no ambiente que não se encontra normalmente 

poluído com apenas um composto (VOLKERING et al., 1995) .  

 

Figura 14 – Fotos da atividade emulsificante do teste E24 para querosene (A), óleo diesel (B), 

gasolina (C) e glicerol (D). 

 

 

 

 

 

 

 

 

     

 

 

 

 

Em seu estudo sobre métodos de detecção de biossurfactantes produzidos por 

micro-organismos isolados de solo contaminado com hidrocarbonetos, Płaza e colaboradores 

(2006) avaliaram o índice de emulsificação em diferentes fontes de hidrocarbonetos, onde uma 

delas era o óleo diesel. Porém em seu trabalho, a avaliação do índice de emulsificação constou de 

um teste com 7 mL de sobrenadante adicionados a 3 mL de óleo diesel obtendo resultados com 

variação de 10 – 80%, diferentemente dos dados obtidos com o sobrenadante da cepa 358.1, que 
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usou uma concentração de 1:1 de sobrenadante para óleo diesel e formando emulsões estáveis. O 

sobrenadante produzido pela cepa 358.1 obteve resultados com uma média de 57%, 58%, 47% e 

3% para querosene, óleo diesel, gasolina e glicerol, respectivamente (Figura 15), mostrando 

índices estatisticamente melhores que os obtidos no trabalho anteriormente citado. 

 

Figura 15 - Índice de emulsificação (%) para diferentes fontes de hidrocarbonetos testadas: 

querosene, óleo diesel, gasolina e glicerol. As barras referem-se à média do índice de 

emulsificação e a barra de erros representa o desvio padrão. Letras diferentes indicam diferença 

estatística significativa (a/b/c). 

 

 

 

 

 

De acordo com Bosch e colaboradores (1988), uma emulsão é declarada estável se 

seu valor de E24 for acima de 50%. De acordo com o gráfico da Figura 12, podemos notar que o 

sobrenadante da cepa 358.1 conseguiu obter índices de emulsificação de quase 60% nos 

tratamentos com querosene e óleo diesel, logo estes não apresentaram diferença significativa. 
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Estes resultados se comparam aos alcançados por Pirrolo (2006), no qual adquiriu índices de 

emulsificação com querosene e óleo diesel acima de 66%. Em contrapartida, Esmeraldo (2010) 

ao estudar a surfactina, biossurfactante produzido por Bacillus subtilis, não conseguiu eficiência 

nos testes de E24 feitos com querosene, apenas com n-hexadecano, óleo de motor e óleo de soja. 

No teste de emulsificação feito com a gasolina, seu valor médio foi de quase 50%, apesar de não 

atingir esta margem, sua emulsão ainda era estável. No tratamento com glicerol praticamente não 

houve emulsão e o mínimo de emulsão que se formou desapareceu em um intervalo de dois a três 

dias. Todos os tratamentos, menos o glicerol, mantiveram-se estáveis mesmo após 5 dias da 

realização dos testes.  

Pereira e colaboradores (2013), em seu estudo sobre otimização e caracterização da 

produção de biossurfactantes produzidos por três cepas de Bacillus, dentre suas avaliações a 

cepas obtiveram índice de E24 entre 39 – 53% e em seu teste para recuperação melhorado do 

petróleo por micro-organismos (MEOR), obtiveram resultados promissores. Uma vez que estes 

valores foram menores que os alcançados com o sobrenadante da linhagem 358.1, pode-se sugerir 

que a bactéria estudada trata-se de uma forte candidata a ser explorada para produção de 

tensoativos em larga escala. Estas biomoléculas poderão, em um futuro próximo, serem testadas 

para utilização na indústria e em processos de biorremediação. 
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6. CONCLUSÃO 

 

Diante do exposto, a linhagem 358.1 mostrou-se bastante promissora para a 

produção de biossurfactantes, sendo este um tensoativo com propriedades semelhantes aos 

surfactantes químicos, mesmo sem ter sido purificado. Estas características valorizam e 

estimulam estudos mais aprofundados dessa linhagem, visto que os bioprodutos microbianos são 

ecologicamente amigáveis e menos poluentes que seus similares artificiais. A atividade 

tensoativa bastante eficiente do sobrenadante não tratado favorece a questão econômica do 

bioproduto, pois mesmo diluído e não purificado, apresentou resultados equivalentes ao 

surfactante químico purificado. Estes resultados abrem novas possibilidades de estudos, no 

campo da Biotecnologia, para a microbiota nativa do petróleo.  
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

 Identificar por meio de técnicas moleculares a linhagem 358.1. 

 Caracterizar quimicamente o biossurfactante produzido pela cepa 358.1. 

 Avaliar a estabilidade do tensoativo produzido pela cepa 358.1 quanto a oscilações de pH 

e salinidade. 

 Estabelecer uma metodologia para obter melhor respostas quanto às condições de 

crescimento e produção do tensoativo da cepa 358.1 

 Promover ensaios de microcosmo para teste de Biorremediação e MEOR 
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