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Produção de biossurfactantes por bactérias isoladas de poços de petróleo

Pesquisa

Resumo

Os biossurfactantes são molé-
culas produzidas por bactérias, fun-
gos ou leveduras, que apresentam
propriedades biológicas aplicáveis
a várias indústrias, tais como, a in-
dústria farmacêutica, de cosméticos,
de petróleo e de alimentos. Estes
compostos, nos últimos anos, têm
recebido atenção especial devido à
sua biodegradabilidade, baixa
toxicidade e conseqüente aceitabili-
dade ecológica. Os biossurfactantes
são classificados em glicolipídeos,
lipopeptídeos e lipoproteínas,
biossurfactantes poliméricos, fosfo-
lipídeos e ácidos graxos. Dentre os
glicolipídeos, os mais estudados são
os raminolipídeos, produzidos por
Pseudomonas aeruginosa. Este tra-
balho teve como objetivo a produ-
ção de biossurfactantes raminolipí-
dico por bactérias isoladas de poços
de petróleo. Inicialmente, 40 bacté-
rias isoladas de poços de petróleo
no Canto do Amaro/RN foram isola-
das e caracterizadas como produto-
ras ou não de raminolipídeos, utili-
zando-se um ensaio primário
semiquantitativo. Destas bactérias,
13 deram resultado positivo e foram
identificadas como Pseudomonas
aeruginosa, com exceção de duas
bactérias, que foram identificadas
apenas como Pseudomonas. Na se-
gunda etapa foram realizados culti-
vos em frascos agitados com meio
de cultura contendo glicose ou
glicerol como fontes de carbono. O
glicerol foi uma fonte mais apropri-
ada, com produtividade de raminose
maior que aquela encontrada na lite-
ratura utilizando o mesmo meio e
outra linhagem isolada de outro lo-
cal. Na etapa seguinte, foram realiza-

dos experimentos de degradação de
petróleo bruto pelas 13 bactérias.
Estes resultados mostraram o poten-
cial destas linhagens em produzir
biossurfactantes raminolipídico, uti-
lizando petróleo bruto como fonte de
carbono o que apresenta ser de gran-
de importância para a biorremedia-
ção de áreas contaminadas por derra-
mamento de petróleo.

1. Introdução

Os surfactantes compreendem
uma classe importante de compostos
químicos muito utilizados em diversos
setores industriais, uma vez que atuam
como dispersantes e/ou solubilizantes
de compostos orgânicos, apresentan-
do baixa solubilidade em água. A im-
portância comercial dos surfactantes
torna-se evidente a partir da tendência
do mercado que vem aumentando sua
produção em decorrência da diversi-
dade de aplicações industriais.

Os surfactantes possuem estrutu-
ra molecular com grupos hidrofílicos
e hidrofóbicos que exibem proprieda-
des como adsorção, formação de
micelas, formação de macro e micro
emulsões, ação espumante ou
antiespumante, solubilidade e deter-
gência. Um dos índices mais utiliza-
dos para avaliação desta atividade
surfactante é a concentração de micelas
críticas (CMC) que é a solubilidade de
um surfactante dentro da fase aquosa
ou a concentração mínima requerida
para atingir a mais baixa tensão super-
ficial ou interfacial (Lin, 1996). A efi-
ciência e a efetividade são caracterís-
ticas básicas essenciais que determi-
nam um bom surfactante. A eficiência
é medida através da CMC que varia de
1 a 2000 mg/l, enquanto que a
efetividade está relacionada com as
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Figura 1. Diâmetro dos halos azuis das bactérias caracterizadas como produtoras de
raminolipídeo.
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tensões superficiais e interfaciais as
quais devem atingir valores menores
que 30 e 1 mN/m, respectivamente
(Muligan, 1993).

Um outro parâmetro muito utili-
zado para avaliar o comportamento
do surfactante é o valor do balanço
hidrofílico - lipofílico (HLB). Segun-
do Parkinsom (1985) surfactantes com
HLB menor que 6 são mais solúveis
na fase oleosa, enquanto valores en-
tre 10 e 18 exibem características
opostas (Desai e Banat, 1997). A
adição de um bom surfactante na
água pode diminuir a tensão superfi-
cial e interfacial a 200C de 72 para 30
mN/m (Kosaric, 1996).

Os surfactantes são aplicados em
áreas como agricultura para a formu-
lação de herbicidas e pesticidas, na
indústria alimentícia como aditivo em
condimentos, nas indústrias farma-
cêuticas, têxtil e cosmética (Yamane,
1987; Lin et al., 1993; Shephord et al.,
1995). Entretanto, o maior mercado
para os surfactantes é na indústria
petrolífera, onde são amplamente uti-
lizados para a recuperação terciária
do petróleo (MEOR - Microbial
Enhanced Oil Recovery), como na

remoção e mobilização de resíduos
de óleo e biorremediação (Desai e
Banat, 1997; Ron e Rosenberg, 2002).

Surfactantes microbianos ou bios-
surfactantes são metabólitos microbia-
nos de superfície ativa, que apresen-
tam moléculas com porções hidrofílicas
e hidrofóbicas que tendem a se distri-
buir nas interfaces entre fases fluídas
com diferentes graus de polaridade
(óleo/água e água/óleo). Estas propri-
edades promovem a redução da ten-
são superficial e interfacial, conferindo
a capacidade de detergência, emulsifi-
cação, lubrificação, solubilização e dis-
persão de fases (Desai e Banat, 1997).
A porção hidrofílica é constituída por
grupamentos aniônicos, catiônicos,
não-aniônicos ou anfóteros, enquanto
que, a parte hidrofóbica, geralmente é
um hidrocarboneto linear ou ramifica-
do apresentando ou não duplas liga-
ções e/ou grupos aromáticos (Georgiou
et al., 1992). Os surfactantes microbia-
nos são produzidos principalmente por
bactérias, embora fungos e leveduras
também os produzam (Fiechter, 1992).

A maioria dos surfactantes utili-
zados comercialmente é sintetizada
a partir de derivados do petróleo.

Entretanto, nos últimos anos o inte-
resse por surfactantes de origem
microbiana tem aumentado signifi-
cativamente em decorrência de se-
rem naturalmente biodegradáveis
diminuindo assim o impacto ambi-
ental (Makkar e  Cameotra, 2002).
Os biossurfactantes apresentam inú-
meras vantagens sobre os surfactan-
tes de origem química, tais como,
baixa toxicidade, tolerância à tem-
peratura, pH e força iônica, além de
serem biodegradáveis na água e no
solo (Lin, 1996).

Segundo Georgiou et al. (1992),
uma grande variedade de microrga-
nismos produz biossurfactantes, sen-
do que o tipo, a quantidade e a
qualidade do biossurfactante são in-
fluenciados pela natureza do substra-
to, concentração de íons como P, N,
Mg, O

2
, e Fe- no meio de cultura,

além das condições de cultivo.
Os surfactantes sintéticos são

classificados pela natureza do seu
grupo polar, enquanto que os bios-
surfactantes são diferenciados por
sua natureza bioquímica e pela espé-
cie microbiana produtora (Desai &
Desai, 1993). As principais classes
incluem os glicolipídeos, lipopeptí-
deos e lipoproteínas, biossurfactan-
tes poliméricos, fosfolipídeos e áci-
dos graxos (Georgiou et al., 1992;
Desai e Banat, 1997).

Uma ampla diversidade de bios-
surfactantes de origem microbiana
pode ser observada na Tabela 1.

A classe dos glicolipídeos com-
preende um grupo dos mais conheci-
dos e estudados, apresentando lon-
gas cadeias de ácidos alifáticos ou
ácidos hidroxialifáticos. Nesta classe
destacam-se os raminolipídeos,
trealolipídeos e soforolipídeos (Reis,
1998).

Os raminolipídeos são formados
por uma ou duas moléculas de
raminose, ligadas a uma ou duas molé-
culas de ácido b-hidroxidecanóico
(Desai e Banat, 1997). Foram isolados
pela primeira vez por Bergstrom et al.
(1946) de Pseudomonas pyocyanea.
Posteriormente, Jarvis e Johnson em
1949 mostraram uma ligação glicosídica
de b-hidroxidecanoil-b-hidroxidecano-
ato com duas moléculas de raminose
em cultivo de P. aeruginosa com 3%
(v/v) de glicerol.

Os raminolipídeos produzidos
por Pseudomonas spp. têm a capaci-
dade de diminuir a tensão interfacial
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Figura 4. Produtividade em raminose obtidas durante as fermentações com as 13
bactérias produtoras de raminolipídeos.

Figura 2. Tensão superficial obtida durante cultivo em frascos agitados em meio MLR
contendo glicose como fonte de carbono.

Figura 3. Tensão superficial obtida durante cultivo em frascos agitados em meio MG
contendo glicerol como fonte de carbono.

contra n-hexadecano para 1 mN/m e
a  tensão superficial para 25 a 30
mN/m (Lang e Wagner, 1987). Além
de reduzirem a tensão superficial,
estabilizam emulsões e são geral-
mente atóxicos e biodegradáveis
(Banat et al., 2000). Estes biossur-
factantes também são uma fonte de
L-raminose, usada na produção de
condimentos de alta qualidade e
também como matéria-prima para a
síntese de alguns compostos orgâni-
cos (Linhardt et al., 1989).

Embora o potencial de produ-
ção seja determinado pela genética
do microrganismo, outros fatores
como as condições ambientais e a
natureza do substrato também influ-
enciam no nível de expressão
(Rahman et al., 2002). P. aeruginosa
pode utilizar substratos como
alcanos, piruvato, glicerol, succinato,
frutose, óleo de oliva, glicose e
manitol para produzir raminolipíde-
os (Mulligan et al., 2001).

Em decorrência da importância
dos biossurfactantes, este trabalho
teve como objetivo investigar a pro-
dução destes compostos por bactéri-
as isoladas de poços de petróleo.

2. Materiais e Métodos

Microrganismos

Foram utilizadas 40 bactérias, 20
Gram-positivas e 20 Gram-negativas,
pertencentes à coleção de culturas de
microrganismos do Departamento de
Antibióticos da UFPE (DAUFPE), iso-
ladas de poços de petróleo de Canto
do Amaro/Mossoró/RN (Tabela 2).

Meios de Cultura

A manutenção das bactérias
Gram-negativas foi realizada em meio
de cultura MPK (King et al., 1954) e
das bactérias Gram-positivas em meio
Triptona de Soja Ágar - TSA, que
contém (em g/l): Tripticase - 15; NaCl
- 5; Peptona de soja - 5; Ágar – 15 e
pH 7,0.

Na seleção primária de bactérias
como produtoras de raminolipídeos
foi utilizado o meio MMR como pro-
posto por Siegmund e Wagner (1991).

A investigação sobre a biode-
gradação de hidrocarbonetos foi rea-
lizada utilizando-se o meio mineral
Buchnell e Haas (BH), adicionado de
petróleo como fonte de carbono.
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Para a produção de raminolipí-
deos tendo glicerol como fonte de
carbono foi utilizado o meio descrito
por Santa Anna et al. (2002). O meio
descrito por Abu-Ruwaida et al. (1991)
foi utilizado quando glicose foi a
fonte de carbono.

Seleção Primária para
Caracterização das Bactérias

como Produtoras de
Biossurfactante Raminolipídico

Neste ensaio semiquantitativo,
segundo a metodologia descrita por
Sigmund e Wagner (1991), o
raminolipídeo aniônico forma um par
iônico insolúvel com o brometo de
cetiltrimetilamônio (CTAB), na pre-
sença de azul de metileno, formando
um halo azul escuro em volta da
colônia.

Um volume de 3 µl de suspensão
de bactéria a 109 Unidades Formado-
ras de Colônias por ml (UFC/ml), de
cada linhagem, foi inoculada em meio
sólido contendo CTAB e azul de
metileno. Em seguida as placas foram
cultivadas a 300C por 120 horas.

Identificação das Bactérias

As bactérias Gram-negativas, ini-
cialmente selecionadas como produ-
toras de raminolipídeos, foram iden-

tificadas através das características
bioquímicas, com a utilização do Kit
Bac Tray III específico para bactérias
Gram-negativas (Difco).

Cultivos em Frascos Agitados

A investigação da produção de
biossurfactantes raminolipídicos foi
realizada através de cultivos em mesa
incubadora rotativa. Inicialmente as
bactérias foram cultivadas em meio
sólido MPK a 300C. Após 24 horas,
foram inoculadas em frascos Erlen-
meyers de 250 ml contendo 50 ml do
meio de produção e incubadas sob
agitação, a 300C, 250 rpm durante 24
horas. Após este período, 2 ml de
cada bactéria foi inoculado em 48 ml
do meio de produção, contidos em
frascos Erlenmeyer de 250 ml a incu-
bação foi realizada nas mesmas con-
dições da etapa anterior. Durante os
cultivos foram retiradas amostras em
intervalos de 24 horas, as quais foram
centrifugadas a 11.000 rpm durante 5
minutos e submetidas às seguintes
análises:

a) Tensão superficial - a tensão
superficial do caldo livre de
células foi medida usando um
tensiômetro CSC-Du Nouy (705)
à temperatura ambiente;
b) Concentração de raminose - a

quantificação de raminolipídeos
expressa em raminose, foi avali-
ada pelo método colorimétrico
do fenol ácido sulfúrico (Dubois
et al., 1956);
c) Concentração de biomassa –
um volume conhecido da amos-
tra foi centrifugado em tubos de
eppendorfs (pesados previamen-
te – P1) a 11000 rpm, durante 5
minutos. O sobrenadante foi re-
colhido para análises posterio-
res e os tubos de eppendorfs
contendo a biomassa foram co-
locados em estufa a 800C. Após
24 horas, os tubos foram pesa-
dos (P2). A concentração de
biomassa expressa em g.l-1 foi
obtida pela equação: (P

2
-P

1
)/

V(L), onde V foi o volume
centrifugado em litro.

Degradação de Petróleo

No ensaio de degradação de pe-
tróleo foi utilizada a metodologia de
Brown e Braddock (1990) modificada,
uma vez que no presente trabalho o
ensaio foi realizado em tubos e a
concentração de raminose foi determi-
nada. Os tubos de ensaio continham o
meio BH, o inóculo e o petróleo bruto.
O tubo controle negativo não continha
inóculo. Todos os tubos foram incuba-
dos a 30°C por 20 dias.
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Figura 5. Biomassa obtida durante os cultivos em frascos agitados em meio MG
contendo glicerol como fonte de carbono.
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3. Resultados e Discussão

Caracterização das Bactérias
Isoladas de Poços de Petróleo

Na seleção primária das bactérias
para a caracterização como produtoras
de biossurfactantes raminolipídicos,
27,5% (11) das bactérias Gram-negati-
vas deram resultados positivos após 72
horas de cultivo (Figura 1).

Das 20 bactérias Gram-positivas
utilizadas, apenas a linhagem DAUFPE-
511 (H2) foi caracterizada como produ-
tora de biossurfactante raminolipídico.
Por outro lado, das 20 linhagens Gram-
negativas, 12 (60%) exibiram a forma-
ção de halo azul nessa seleção primária.

A identificação bioquímica das
12 bactérias Gram-negativas permi-
tiu o conhecimento da espécie. Com
exceção das bactérias Pseudomonas
sp. 570-BA2, e Pseudomonas sp. 615-
E2, todas foram identificadas como
Pseudomonas aeruginosa.

Produção de Biossurfactantes
Raminolipídico em Frascos

Agitados

A partir da seleção primária, as 13
linhagens positivas para raminolipídeo
foram utilizadas para a investigação
da produção deste biossurfactante em
meios líquidos contendo glicose ou
glicerol como fontes de carbono.

Uma vez que os biossurfactantes
podem ser produzidos em substratos
solúveis em água, inicialmente, as 13
bactérias foram cultivadas em meio
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Figura 6. Aspecto macroscópico de degradação do petróleo pelas bactérias P.
aeruginosa 573-DA1 e Pseudomonas sp. 615-E2.

Figura 7. Produção de biossurfactante raminolipídico produzido pelas 13 bactérias em
meio mineral BH contendo petróleo.

MLR, contendo glicose como fonte de
carbono e tensão superficial de 58mN/
m. Nos resultados apresentados na
Figura 2, a tensão superficial alcançou
o valor mínimo de 30mN/m para as
bactérias BB2, D1A1 e H2.

Na Figura 3 podem ser observadas
as tensões superficiais obtidas durante
o cultivo em frascos agitados em meio
MG contendo glicerol como fonte de
carbono. Estes resultados comparados
com aqueles obtidos com o meio MRL
(Figura 2) indicam o glicerol como uma
fonte de carbono mais apropriada para
a produção de raminolipídeo do que a
glicose. A análise destes resultados indi-
ca que estas linhagens se destacam
como boas produtoras de raminolipídeo
quando a fonte de carbono é glicerol,
corroborando com os resultados obti-
dos por Mulligan e Gibbs (1989), os
quais comprovaram que a composição
do meio de cultura influencia direta-
mente na produção do biossurfactante.

Com relação à quantificação da
raminose, apenas as amostras dos
ensaios com o meio MG foram utiliza-
das. A Figura 4 apresenta os valores
de produtividade em raminose obti-
dos durante as fermentações com as
13 bactérias produtoras de raminolipí-
deo em meio MG. A produtividade em
raminose foi calculada considerando
o maior valor de concentração dividi-
do pelo respectivo tempo, sendo o
tempo de produção máxima entre 72
e 96 horas de cultivo.

Os maiores valores foram obser-
vados para as bactérias Pseudomonas
sp. 615-E2, P. aeruginosa-572-BB2,
Pseudomonas sp. 570-BA2, P.
aeruginosa-613-C2 e P. aeruginosa-
571-D1A2. Todas estas bactérias pro-
duziram valores superiores a 0,007g/
l.h. A produtividade obtida por Santa
Anna et al. (2002) utilizando o mesmo
meio de cultura e Pseudomonas
aeruginosa PA1 foi de 0,0069g/l.h.
Valores superiores de produtividade
são geralmente obtidos em cultivos em
batelada alimentada. Rahman et al.
(2002) obtiveram produtividade maior
que 0,03g/l.h quando foram adiciona-
dos óleo de soja ou glicerol após 46,
144 e 192 horas, em cultivos com
Pseudomonas aeruginosa DS10-129.

A Tabela 3 apresenta os valores
de tensão superficial e de produtivi-
dade em raminose obtidos nos ensai-
os com o meio MG. Observa-se nesta
Tabela que nem sempre os maiores
valores de concentração de raminose

correspondem aos menores valores
de tensão superficial, indicando a
importância de quantificar a produ-
ção de raminolipídeo. A medida da
tensão superficial serve apenas como
uma medida indireta da produção de
biossurfactantes.

Santa Anna et al. (2002) também
observaram que quando utilizaram
óleo parafínico como fonte de carbo-
no para a produção de raminolipídeos
por Pseudomonas aeruginosa PA1, a
redução da tensão superficial foi de
apenas 4,4%, sendo produzido 260
mg/l; por outro lado, quando a fonte
de carbono foi n-hexadecano, a redu-
ção da tensão foi de 47,4% e a concen-
tração de raminose igual a 130 mg/l.

Conforme a Tabela 3, as linha-
gens 611-B4, 575-D1B2 e 614-D2 apre-
sentaram os menores valores de ten-
são superficial, 28,2; 28,7 e 28,3 mN/
m, respectivamente. Segundo Desai e
Banat (1997), a tensão superficial du-
rante a produção de raminolipídeos
por P. aeruginosa pode chegar a 29
mN/m, de forma que os valores míni-
mos de tensão superficial encontra-
dos no presente trabalho são similares
aos relatados na literatura.

A maioria das bactérias apresen-
tou crescimento máximo com 48 ho-
ras de cultivo, sendo a maior concen-
tração de biomassa observada (Figura
5) para a linhagem P. aeruginosa-575-
D1B2, que alcançou 2,53 g/l . Con-
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centração de biomassa maior que 5g/
l foi encontrado na literatura apenas
quando glicerol foi adicionado após a
fase exponencial de crescimento du-
rante fermentação com P. aeruginosa
em meio contendo glicose como fon-
te de carbono (Rahman et al., 2002).

A produção de biossurfactante ra-
minolipídico foi não associada ao cres-
cimento, tendo em vista que sua con-
centração máxima foi obtida durante a
fase estacionária de crescimento, típico
de um metabólito secundário. Outros
autores também observaram produção
de raminolipídeos na fase estacionária
(Ron e Rosemberg, 2002; Santa Anna et
al., 2002; Rahman et al., 2002).

Experimentos para a
Degradação de Petróleo

As 13 linhagens caracterizadas
como produtoras de biossurfactan-
tes raminolipídico foram utilizadas
nos ensaios de degradação de petró-
leo. O petróleo foi totalmente ou
parcialmente degradado como po-
dem ser observados na Figura 6 e na
Tabela 4, pelo desaparecimento e
emulsificação do óleo.

Para confirmar se durante a de-
gradação do petróleo ocorreu a pro-
dução do biossurfactante raminoli-
pídico foi determinada a concentra-
ção de raminose. De acordo com os
resultados apresentados na Figura
7, as bactérias produziram biossur-
factante raminolipídico. Nestes re-
sultados vê-se o potencial destas
linhagens em produzir biossurfac-
tantes raminolipídico, utilizando pe-
tróleo bruto como fonte de carbono,
o que apresenta ser de grande im-
portância para a biorremediação de
áreas contaminadas por derrama-
mento de petróleo. Segundo Rahman
et al. (2003), bactérias Gram-negati-
vas como Pseudomonas aeruginosa,
produzem raminolipídeo pela utili-
zando hidrocarbonetos.

A importância de determinar a
concentração de raminose consistiu
no fato de que a análise visual apre-
sentada na Tabela 4 não concorda
com os resultados apresentados na
Figura 7, para todas as bactérias
investigadas. A bactéria P. aeruginosa
610-A5, por exemplo, apresentou re-
sultado visual parcial e um dos mai-
ores valores de concentração de
raminose. Brown e Braddock (1990)
não determinaram a concentração de

raminose, apresentando apenas o re-
sultado visual.

Das 40 bactérias isoladas de dife-
rentes poços de petróleo, 13, sendo 12
Gram-negativas e 1 Gram-positiva, fo-
ram caracterizadas como produtoras
de biossurfactantes raminolipídico tanto
utilizando glicerol, como petróleo bru-
to, como fonte de carbono.
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