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RESUMO 

Bioemulsificantes ou biossurfactantes são compostos sintetizados por micro-

organismos que aumentam a biodisponibilidade de hidrocarbonetos, promovendo a 

estabilização de substâncias com diferentes polaridades, como por exemplo, emulsões 

água-óleo existentes nos reservatórios de petróleo. As amostras utilizadas neste trabalho 

foram coletadas na Bacia Potiguar (RN), e empregadas como inóculo para a realização de 

enriquecimentos anaeróbios e aeróbios da microbiota do petróleo. A amostra de óleo 

selecionada (GMR 75) foi obtida a partir de um poço com nível de biodegradação 

moderado. Após o período de incubação dos enriquecimentos, foi realizada a extração de 

DNA dos mesmos e a construção das bibliotecas de fosmídios, utilizando-se kit de 

clonagem comercial. A avaliação da produção de emulsificantes pelos clones fosmidias 

provenientes das bibliotecas metagenômicas foi realizada através de dois tipos de 

ensaios de triagem, um teste baseado em atividade biológica e outro em similaridade de 

sequência. O teste funcional, denominado “colapso da gota”, apresenta caráter qualitativo 

e foi utilizado para a triagem preliminar de 2.880 clones, gerando 2.104 resultados 

positivos. Para o teste baseado em seqüência, os clones que se mostraram positivos no 

teste funcional foram avaliados através de reações de PCR utilizando primers homólogos 

a regiões conservadas de genes para a síntese de biossurfactantes. Entretanto, nenhum 

sinal positivo de amplificação foi observado com os primers utilizados. Ensaios de 

tensiometria, utilizando meio mineral e hexadecano como única fonte de carbono e 

energia, foram realizados para a confirmação da produção dos emulsificantes pelos 

clones. Nove clones capazes de reduzir a tensão interfacial de 45 mN\m para 30 mN/m 

foram selecionados e submetidos aos ensaios de emulsificação utilizando petróleo, óleo 

diesel e hexadecano. Os resultados demonstraram a formação de emulsão, 

principalmente em óleo diesel, sugerindo poder emulsificante sobre este composto. As 

análises colorimétricas dos biossurfactantes produzidos pelos nove clones revelaram 

proporções similares de carboidratos, proteínas e ácidos urônicos, não permitindo 

resultados conclusivos sobre a composição destes compostos.  

 

Palavras-chave: petróleo, bibliotecas metagenômicas, enriquecimentos microbianos, 

triagens funcionais, substâncias exopoliméricas, bioemulsificantes 

 



 

 

7 

 

ABSTRACT 

 

Bioprospection of genes involved in the synthesis of biosurfactants from 

petroleum reservoir microbial communities 

Bioemulsifiers or biosurfactants are compounds produced by microorganisms 

which enhance the bioavailability of hydrophobic substances promoting the stabilization of 

substances with different polarities, like oil-in-water emulsion occurring in petroleum 

reservoirs. The samples used in this work were collected in the Potiguar Basin (RN, 

Brazil), and employed as inoculum for aerobic and anaerobic enrichments of the petroleum 

microbiota. The selected oil sample (GMR 75) was obtained from a reservoir presenting a 

moderate biodegradation level. After the incubation period of the microbial enrichments, 

total DNA was extracted and used for the assembly of the metagenomic libraries by using 

a comercial kit. The evaluation of the potential for emulsifier production by the fosmid 

clones derived from the metagenomic libraries was performed by means of two screening 

assays, one based on biological activity and another based on sequence similarity. The 

functional assay, named “drop collapse”, has a qualitative character and was used for the 

preliminary screening of 2,880 clones, yielding 2,104 positive results. For the sequence-

based assay, clones shown to be positive in the functional assay were evaluated through 

PCR reactions using primers homologous to conserved regions of genes for biosurfactant 

synthesis. However, no positive amplification signal was observed with the primers used. 

Tensitometric assays, using mineral medium and hexadecane as sole carbon and energy 

source, were performed to confirm the production of the biosurfactants by the clones. Nine 

clones able to reduce the interfacial tension from 45 mN\m to 30 mN/m were selected and 

subsequently submitted to emulsification assays using petroleum, diesel oil and 

hexadecane. Results demonstrated the formation of an emulsion, mainly in diesel oil, 

suggesting the emulsifier power of the biosurfactants over this substance. Colorimetric 

analyses of the biosurfactants produced by the clones revealed similar proportion of 

carbohydrates, proteins and uronic acids, not allowing conclusive characterization of their 

composition. 

 

Key-words: petroleum, metagenomic libraries, microbial enrichments, functional 

assays, exopolymeric substances, bioemulsifiers.  
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1. INTRODUÇÃO  

Biossurfactantes ou bioemulsificantes são biopolímeros extracelulares, ou 

substâncias exopoliméricas (EPS) que podem ser produzidos por micro-organismos 

procariotos (Dominios Bacteria e Archaea) e eucariotos (algas, fungos), apresentando em 

sua molécula, uma porção hidrofóbica e outra hidrofílica. Substâncias surfactantes 

apresentam como principal característica a capacidade de alterar as propriedades 

superficiais e interfaciais de soluções. Emulsificantes, por sua vez, compõem uma 

subclasse de surfactantes, as quais estabilizam dispersões de um líquido com diferentes 

polaridades, como emulsões óleo-água (Ron & Rosenberg, 2001). O fato de possuírem 

porções hidrofóbica e hidrofílica em sua estrutura torna esses compostos responsáveis 

por aumentar a biodisponibilidade de compostos apolares, como, por exemplo, 

hidrocarbonetos do petróleo. Nesses ambientes, as bactérias crescem na região de 

interface entre óleo-água e a produção de EPS promove uma solubilização dos 

hidrocarbonetos, aumentando a área de acesso às bolhas de óleo, ou seja, ao substrato 

(Ron & Rosenberg, 2001; Sutherland, 1994). 

Estudos envolvendo a produção e as funções dos biossurfactantes principalmente 

utilizando hidrocarbonetos como fontes de carbono, já são extensos na literatura (Desai & 

Banat, 2007; Navon-Venezia et al., 1995; Rahman et al., 2003; Zhang & Miller, 1992). 

Estes compostos apresentam algumas vantagens em relação aos surfactantes sintéticos, 

como alta biodegradabilidade, baixa toxicidade e funcionalidade em condições extremas 

de temperatura, salinidade e pH (Muthusamy et al., 2008; Desai & Banat, 1997). 

Algumas aplicações já são descritas principalmente em processos de 

biorremediação de ambientes (solos e águas) contaminados por hidrocarbonetos, 

promovendo uma maior solubilidade e mobilidade de compostos hidrofóbicos viabilizando 

assim a sua biodegradação (Tango & Islam, 2002). Além de atuar em processos de 

biodegradação de hidrocarbonetos, alguns biossurfactantes são capazes de remover 

metais pesados, como cádmio, cobre, chumbo e zinco em solos contaminados (Mulligan, 

2005). Outras aplicações relevantes dos biossurfactantes incluem os processos de 

recuperação de petróleo (MEOR - Microbial Enhancement Oil Recovery), como agentes 

antimicrobianos e antivirais e até como moléculas imunomoduladoras (Cameotra & 

Makkar, 2004). Também podem ser amplamente utilizados em indústrias de alimentos e 
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cosméticos como agentes emulsificantes, espumantes e umectantes (Muthusamy et al., 

2008).   

Muitos tipos de biossurfactantes são descritos, cada um produzido por um micro-

organismo específico. Existem as classes dos glicolipídeos (onde os mais conhecidos são 

os ramnolipídeos, produzidos por bactérias do gênero Pseudomonas), dos lipopeptídeos 

(mais conhecidos como surfactinas, produzidos por bactérias do gênero Bacillus) e os 

biossurfactantes poliméricos, moléculas mais complexas e com maior peso molecular, 

produzidos por Acinetobacter sp. (Rahmam & Gapke, 2008; Desai & Banat, 1997; Sulivan, 

1998). Existem ainda outros tipos de biossurfactantes produzidos por alguns fungos e 

leveduras, como, por exemplo, os soforolipídios produzidos por algumas espécies de 

Candida, e os lipídeos manosileritritol (MEL) produzidos por Ustilago maydis.  

Estudos genéticos de micro-organismos produtores de EPS são importantes 

ferramentas para a descoberta de novos genes ou grupos de genes envolvidos na 

produção de polímeros extracelulares (Mukherjee et al., 2006). Entretanto, a maioria dos 

estudos que envolvem genes produtores de biossurfactantes ou emulsificantes é 

relacionada a micro-organismos isolados em cultura pura, principalmente dos gêneros 

Pseudomonas e Bacillus (Oschner et al., 1994; Chaves et al., 2005; Hsieh et al., 2004). 

Estima-se que uma fração de apenas 1 a 10% dos micro-organismos pode ser hoje 

cultivada em laboratório (Amann et al., 1995; Hugenholtz et al., 1998), o que torna 

necessário o uso de novas ferramentas para o estudo e exploração da diversidade 

microbiana existente no ambiente. O aprimoramento de novas metodologias moleculares 

nas últimas décadas (extração de ácidos nucléicos, amplificação por PCR, clonagem e 

seqüenciamento de DNA) tem permitido superar as limitações impostas pela abordagem 

clássica de estudo de populações microbianas tornando possível uma avaliação mais 

precisa da diversidade de micro-organismos, nunca antes cultivados. O uso destas 

metodologias associado à estratégia de bibliotecas metagenômicas possibilita o acesso ao 

potencial metabólico da comunidade microbiana total presente em uma dada amostra 

ambiental (Handelsman et al., 1998). Através de uma biblioteca de metagenoma, uma 

variedade maior de compostos com atividade biológica de interesse pode ser obtida 

simultaneamente, em comparação ao método tradicional baseado em isolamento, cultivo e 

triagem de linhagens puras de micro-organismos. 
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Neste estudo, a construção e triagem de bibliotecas metagenômicas oferecem a 

possibilidade de descoberta de novos tipos de biossurfactantes, principalmente de micro-

organismos que vivem sob a forma de consórcios e em ambientes de difícil acesso, como 

é o caso dos reservatórios de petróleo. Estudos de investigação da produção e aplicação 

de biossurfactantes são de extrema relevância, visando sua aplicação futura para 

biotransformar ou degradar compostos nocivos ao meio ambiente em processos 

ambientalmente mais sustentáveis. 
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REVISÃO DA LITERATURA  

 

2.1. Petróleo  

O petróleo se constitui de uma complexa mistura de hidrocarbonetos, ácidos 

orgânicos, ácidos naftênicos, compostos aromáticos e outros compostos, como vanádio e 

níquel (Van Hamme, 2003; Magot et al., 2000). Hidrocarbonetos são compostos formados 

por carbono e hidrogênio e podem ser classificados quanto à sua estrutura em cíclicos ou 

alifáticos (alcanos, alcenos, alcinos) e aromáticos (benzênicos e policíclicos) (Heider et 

al., 1999). Os hidrocarbonetos aromáticos são constituídos por um anel benzênico como 

parte de sua estrutura molecular. Os dois principais grupos de hidrocarbonetos 

aromáticos são os compostos monocíclicos (benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno) e os 

hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (HPAs), tais como naftaleno, antraceno e 

fenantreno (Holliger & Zehndert, 1996).  

O petróleo brasileiro tem características muito próprias, com uma predominância 

de óleos pesados, o que exige etapas adicionais de refino para a obtenção de gás, 

gasolina e óleo diesel. O perfil destes óleos é moldado pela ação de bactérias que atuam 

na degradação das frações leves do petróleo, consumindo, preferencialmente, 

hidrocarbonetos lineares e, na seqüência, os hidrocarbonetos ramificados, isoprenóides e 

ciclanos (Peters e Moldowan, 1993). O Brasil possui mais de 20 bacias petrolíferas e 

alcançou sua auto-suficiência na produção no ano de 2006. De acordo com dados da 

Petrobrás, entre os meses de janeiro a setembro desse mesmo ano, foram produzidos em 

torno de 1.763 milhões de barris por dia, representando 5% a mais do que ano anterior 

(Goldemberg & Lucon, 2007).  

A Bacia Potiguar está localizada na região nordeste entre os estados do Rio 

Grande do Norte e Ceará (Figura 1), com uma área de aproximadamente 70.000 km2, 

sendo que 30% de sua superfície estão localizados na porção terrestre e o restante se 

estende para o mar alcançando uma profundidade maior que 2000 m (Behar et al., 2006). 

A Bacia Potiguar, em sua parte terrestre, experimentou grande incremento exploratório a 

partir do final da década de 70, em virtude da inusitada descoberta de óleo durante a 

perfuração de um poço para abastecimento de água em Mossoró – RN. A partir de então, 

o cumulativo de trabalhos resultou em reservas que, atualmente, totalizam 283 milhões de 
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barris de óleo (ANP, 2001). A bacia produz em torno de 77.000 barris de petróleo por dia, 

constituindo a terceira maior produtora brasileira de petróleo (Lopes et al., 1999). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Bacia Potiguar. A área mais clara da figura representa a região de localização dos 

campos petrolíferos na porção terrestre (ANP, 2001). 

 

A problemática da degradação, deterioração e recuperação de petróleo reside 

basicamente no esgotamento das reservas mundiais e brasileiras de petróleo, existindo 

poucas perspectivas para o descobrimento de novos reservatórios. Durante 15 a 20 anos, 

a produção mundial de petróleo foi de 30 bilhões de barris por ano, no entanto, ao final do 

século XX, tal número foi reduzido a no máximo 10 bilhões, tendendo à diminuição para 5 

bilhões e, finalmente, sua exaustão (White et al., 2003). 

 

2.2. Microbiologia do Petróleo  

A capacidade de sobrevivência dos micro-organismos em reservatórios de petróleo 

depende das características físico-químicas deste ecossistema, como pH, salinidade e 

temperatura, sendo esta última o principal fator limitante para o crescimento microbiano. 

Diferentes tipos de dados sugerem que a presença de bactérias indígenas aos 

reservatórios estaria limitada a um intervalo de temperatura entre 80 e 90oC (Magot et al., 
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2000). 

Pesquisas realizadas sobre a microbiologia de reservatórios de petróleo têm 

evidenciado que parte da comunidade microbiana associada a este tipo de ambiente é 

representada por bactérias e arquéias de distribuição geográfica bastante ampla, e que 

diversos destes organismos têm potencial para transformar compostos orgânicos e 

inorgânicos, atuando na interface óleo-água dos reservatórios (Coates et al., 1997; Korda 

et al., 1997). Ao longo das ultimas duas décadas, uma ampla variedade de micro-

organismos de reservatórios de petróleo tem sido isolada e/ou identificada, incluindo 

grupos aeróbios (Bacillus sp., Halomonas sp., Acinetobacter sp.) (Sette et al., 2007;  

Orphan et al., 2000), anaeróbios facultativos (Deferribacter, Flexistipes) (Greene et al., 

1997), redutores de sulfato (Desulfovibrio, Desulfobacter) (Kleikemper et al., 2002), 

metanogênicos (Methanothermococcus, Methanocalculus sp.) (Takai et al., 2002; Yoshida 

et al., 2003) e fermentativos. 

Os efeitos da biodegradação ocasionam alterações em algumas propriedades dos 

óleos presentes nos reservatórios, promovendo um aumento da densidade, acidez, 

viscosidade e do conteúdo de enxofre e de metais, comprometendo sua qualidade. Estas 

alterações na qualidade acarretam conseqüências negativas para produção, através da 

redução da velocidade de vazão, e refino do petróleo, tornando-se um desafio para sua 

exploração em todo o mundo (Grishchenkov et al., 2000; Head et al., 2003). 

Estudos sobre a degradação ou biotransformação de componentes específicos do 

óleo por comunidades microbianas são extensos (Leahy & Colwell, 1990; Bressler & 

Fedorak, 2001). Dados obtidos a partir da caracterização destas comunidades podem ser 

utilizados como parâmetros para a prospecção e avaliação da qualidade do óleo em 

novos reservatórios, caracterização do potencial de biodeterioração em poços de 

produção e depósitos de armazenamento, ou ainda, no monitoramento de processos de 

biorremediação em casos de derramamentos acidentais de petróleo.  

Os processos de biodegradação podem ocorrer tanto sob condições anaeróbias 

como aeróbias. No entanto, muitos pesquisadores, com base na identificação de diversos 

micro-organismos anaeróbicos, na descoberta de produtos de biodegradação anaeróbica, 

e no fato de que as condições aeróbicas nestes ambientes são improváveis, defendem a 

hipótese de que o processo de degradação em reservatórios de petróleo ocorra pela via 
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anaeróbia (Aitken et al., 2004). Estudos sobre os metabólitos gerados a partir da 

biotransformação de hidrocarbonetos aromáticos como naftaleno e fenantreno, 

identificaram produtos tais como ácido 2-naftóico, e determinaram rotas metabólicas 

utilizadas por bactérias redutoras de sulfato compatíveis com as condições fisiológicas 

dos poços de petróleo, corroborando a hipótese de que a microbiota anaeróbia seria a 

única responsável pela biodegradação dos hidrocarbonetos do petróleo in situ (Anmweiller 

et al., 2002).   

Entretanto, geralmente, uma só espécie de micro-organismo não é capaz de 

promover a degradação completa da mistura de hidrocarbonetos, sendo necessária a 

atuação de consórcios microbianos munidos de uma ampla variedade enzimática capaz 

de agir sobre os compostos aromáticos (por exemplo, benzeno, tolueno, naftaleno) 

(Okerentungba & Ezeronye, 2003; Kanaly & Harayama, 2000). Nesta situação, os 

produtos de uma biotransformação podem servir como fonte de carbono e energia para 

outras espécies da comunidade (Röling et al., 2003).  

Entre os micro-organismos anaeróbios existem dois grupos principais: os 

anaeróbios facultativos (redutores de ferro, manganês e nitrogênio) e anaeróbios estritos 

(redutores de sulfato). As bactérias redutoras de sulfato (SRB) são geralmente 

encontradas em ambientes contaminados com hidrocarbonetos (tolueno, benzeno, xileno 

e alcanos) e utilizam ácidos orgânicos como fonte de carbono (Kleikemper et al., 2002).  

Um dos primeiros estudos microbiológicos em reservatórios de petróleo de águas 

profundas resultou no isolamento de uma bactéria sulfato-redutora, a partir de amostras 

de águas de injeção (Bastin, 1926). Águas de injeção podem carrear micro-organismos 

não indígenas aos reservatórios, tanto aeróbios quanto anaeróbios. Koreblun e 

colaboradores (2010) verificaram a diversidade bacteriana de águas de formação em três 

plataformas brasileiras, presentes na Bacia de Campos, demonstrando que mesmo 

ocorrendo o tratamento para evitar contaminação do reservatório, existem grupos que 

persistem e continuam seu crescimento, como bactérias do gênero Marinobacter e 

Achromobacter. Lysnes e colaboradores (2009) descreveram que águas de injeção ricas 

em sulfato podem levar ao aumento no número de bactérias sulfato-redutoras no 

reservatório. 
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2.3. Metagenômica  

Técnicas baseadas em cultivo têm sido tradicionalmente as ferramentas primárias 

usadas para o estudo da microbiologia de diferentes ambientes (Chandler et al., 1997). 

Estas metodologias, apesar de serem extremamente importantes para o entendimento do 

potencial fisiológico de micro-organismos isolados, não fornecem necessariamente 

informação abrangente sobre a diversidade e abundância de comunidades microbianas 

(van Hamme et al., 2003). Embora as técnicas de cultivo tenham sido aprimoradas, sabe-

se que apenas uma pequena fração da diversidade microbiana na natureza, em torno de 

1 a 10%, pode ser hoje cultivada em laboratório (Ward et al., 1990; Amann et al., 1995). 

 Metodologias moleculares desenvolvidas nas últimas décadas (extração de ácidos 

nucléicos, amplificação por PCR, clonagem e seqüenciamento de DNA) têm sido 

otimizadas e adaptadas para superar as limitações impostas pela abordagem clássica de 

estudo de populações microbianas, evitando o isolamento e cultivo dos micro-organismos. 

A utilização destas metodologias vem permitindo uma avaliação mais precisa da 

diversidade microbiana no ambiente e a descoberta de novos grupos de organismos, 

nunca antes cultivados (Amann et al. 1995; Hugenholtz et al., 1998). O uso destas 

metodologias associado à estratégia de bibliotecas metagenômicas nos permite ter 

acesso ao potencial metabólico destes novos organismos. Esta estratégia consiste na 

utilização de vetores do tipo BAC (Bacterial Artificial Chromosome), cosmídeos ou 

fosmídeos para a clonagem de fragmentos grandes de DNA (40 a 100 kb) obtidos 

diretamente da comunidade microbiana (metagenoma) de ambientes como solo, 

sedimento ou lodo, e análise das bibliotecas resultantes em busca da expressão da 

atividade biológica de interesse na linhagem hospedeira de Escherichia coli (Handelsman 

et al., 1998; Rondon et al., 1999; Rondon et al., 2000). (Figura 2)  
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Figura 2. Comparação esquemática das estratégias de cultivo (esquerda) e metagenoma (direita) 

para obtenção de novos compostos com atividade biológica. Com a estratégia de cultivo, apenas 

uma fração da diversidade microbiana existente pode ser obtida em cultura pura. Os micro-

organismos não cultivados só podem ser acessados através de seus genomas. Assim, com a 

estratégia de metagenoma, os genomas de todos os micro-organismos em um dado habitat são 

isolados e clonados em hospedeiros para subseqüente seleção e expressão do composto de 

interesse. Fonte: Lorenz et al. (2002). 

 

Embora existam outras espécies de hospedeiros empregados em estudos com 

abordagem metagenômica, Escherichia coli é a que vem sendo mais utilizada. No entanto 

outras espécies como Streptomyces lividans e Pseudomonas putida vêm sendo 
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desenvolvidas como hospedeiros alternativos. As técnicas envolvendo metagenômica, por 

um lado, possibilita a elucidação de genomas de micro-organismos não cultivados para 

uma melhor compreensão sobre ecologia microbiana. Por outro lado, essa mesma técnica 

tem sido conduzida pelo aumento da demanda biotecnológica por novas enzimas e 

biomoléculas (Schmeisser et al., 2007).   

Os nichos microbianos investigados são diversos, englobando desde solos de 

margens de rios (Henne et al., 1999), ambientes marinhos (Hårdeman e Sjöling, 2007) a 

ambientes extremos, tais como águas profundas (Beja et al., 2000), sedimentos e lagos 

do continente Antártico (Moreira et al., 2006), reservatórios de petróleo (Vasconcellos et 

al, 2010; Li & Hendry, 2008).  

No caso de comunidades microbianas biodegradadoras, as bibliotecas 

metagenômicas constituem-se em uma ferramenta que abre a perspectiva de descoberta 

de novas vias catabólicas a partir de membros da microbiota, principalmente de micro-

organismos fastidiosos ou ainda não-cultivados, ou mesmo daqueles que vivem em 

consórcios e não podem ser recuperados isoladamente. Ainda, a partir de uma biblioteca 

de metagenoma, uma variedade maior de atividades catabólicas pode ser obtida 

simultaneamente, em comparação ao método tradicional baseado em isolamento, cultivo 

e triagem de linhagens puras de microrganismos.  

Estudos de genes associados a vias de degradação de componentes do petróleo 

têm se intensificado, sendo muitas vias catabólicas descritas por diversos autores, como 

aquelas para os compostos aromáticos tolueno, xileno e benzeno (Zylstra & Gibson, 1991; 

principais componentes da gasolina e alvo de grande interesse em função da 

contaminação acidental do ambiente.  

A triagem das bibliotecas metagenômicas, com conseqüente seleção de genes de 

interesse, pode ser feita com base em similaridade de seqüência do inserto ou na 

expressão da atividade biológica (Lorenz et al., 2002). Esta última estratégia, denominada 

como triagem funcional, oferece a vantagem de poder acessar seqüências gênicas ainda 

totalmente desconhecidas e de detectar apenas enzimas que estão ativas.  

O método de triagem de bibliotecas metagenômicas baseado em seqüência é mais 

conservador, uma vez que os oligonucleotídeos necessários para identificar os genes-

alvo, utilizando PCR ou métodos de hibridização, são desenhados com base em regiões 
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enxofre, nitrogênio e metais pesados. 

Estes estudos podem revelar, ainda, importantes vias metabólicas 

microbianas, contribuindo para a compreensão da fisiologia de micro-organismos não-

cultivados presentes no reservatório, e possibilitando a identificação de novos genes 

biocatalíticos e biossintéticos.  

 

2.4. Substâncias Poliméricas Extracelulares 

A grande maioria dos micro-organismos sobrevive e cresce como agregados 

celulares, sendo esta forma de crescimento e organização denominada como biofilme 

(Flemming et al., 2000). Os biofilmes representam a forma mais comum de crescimento 

das células microbianas, tanto em ambientes naturais, como em artificiais. Geralmente 

encontram–se aderidos a uma superfície e são envolvidos por uma matriz polimérica 

extracelular (EPS) que ele mesmo produz, formando uma estrutura tridimensional, 

gelatinosa e altamente hidratada, que influencia propriedades físico-químicas e atividade 

destes agregados celulares (Flemming et al., 2000; Sander  & Sturman, 2002).  

Gehr & Henry (1983) descreveram que materiais extracelulares são compostos que 

podem ser removidos dos micro-organismos, particularmente bactérias, sem que haja o 

rompimento das células, mantendo a viabilidade das mesmas. Esta definição leva à 

observação de que EPS não são estruturas essenciais à bactéria, e a não produção ou a 

extração destes exopolímeros não implica na perda do crescimento ou viabilidade celular. 

Os EPS podem ser produzidos tanto por micro-organismos procariotos (arquéias e 

bactérias), como por eucariotos, como fungos e leveduras. Freqüentemente, 

polissacarídeos são citados como os principais componentes dos EPS microbianos 

(Costerton et al., 1981; 1987) e por esta razão, o termo exopolissacarídeos muitas vezes 

é utilizado como sinônimo de EPS. Entretanto esses biopolímeros também podem 

compreender uma grande variedade de proteínas, glicoproteínas, glicolipídeos e ácidos 

nucléicos (Flemming et al., 2007; Sutherland, 2001), assim como substâncias húmicas. 

Ácidos urônicos são também descritos como componentes de polímeros extracelulares, 

sendo muito importantes para a manutenção da estrutura física dos biofilmes, através de 

interações eletrostáticas com cátions multivalentes (Ca2+, Mg2+, Fe3+).  
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De acordo com sua composição específica, os EPS podem apresentar 

diferentes funções nas células, estando geralmente associados a mecanismos de nutrição 

ou defesa celular, ou seja, os microrganismos produzem tais substâncias como forma de 

sobreviverem às condições do meio em que se encontram. A produção, composição e 

propriedades dos EPS microbianos variam em resposta a fatores ambientais, tais como 

acesso a nutrientes e pHs variáveis. Os EPS podem contribuir para o ataque celular a 

hidrocarbonetos, promovendo a adesão microbiana às moléculas e subseqüente 

solubilização das mesmas (Shreve et al., 1995).  

Biossurfactantes ou bioemulsificantes são substâncias exopoliméricas (EPS) que 

podem ser produzidos por micro-organismos procariotos (Dominios Bacteria e Archaea) e 

eucariotos (algas, fungos). A formação de biofilmes está intrinsecamente associada à 

produção de bioemulsificantes no qual os EPS são usualmente produzidos durante a fase 

estacionária do crescimento microbiano, ou seja, quando a multiplicação celular é 

diminuída, mantendo-se a densidade celular estável. Em alguns casos, é proposto que a 

produção de exopolímeros é induzida por sinais moleculares, envolvidos no mecanismo 

denominado “quorum sensing”, ou comunicação intercelular, o qual emite sinais que 

promoveriam mudanças fisiológicas nas atividades das células, quando as mesmas 

atingissem uma determinada densidade populacional. Este mecanismo regulatório parece 

ser geral, ou seja, o micro-organismo somente produzirá emulsificantes quando houver 

aumento da densidade celular e conseqüente início da fase estacionária de crescimento 

(Brint & Ohman, 1995; Decho, 2000; Ron & Rosenberg, 2002). 

 

2.5. Biossurfactantes 

Surfactantes são compostos caracterizados pela capacidade de alterar as 

propriedades superficiais e interfaciais de diferentes substâncias. Emulsificantes 

compõem uma subclasse de surfactantes, as quais estabilizam dispersões de substâncias 

com diferentes polaridades, como por exemplo, emulsões óleo-água (Ron & Rosenberg, 

2001). São moléculas anfipáticas, apresentando uma porção hidrofóbica e outra 

hidrofílica. A parte hidrofóbica é geralmente composta por longas cadeias de ácidos 

graxos, e a parte hidrofílica pode ser constituída por carboidratos, aminoácidos, fosfato, 

ácidos carboxílicos, peptídeos e álcoois (Mulligan, 2009; Ron & Rosenberg, 2002).  
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Os surfactantes se concentram em interfaces (sólido-líquido, líquido-líquido ou 

vapor-líquido). A interface é formada entre duas fases imiscíveis, sendo que a porção 

hidrofóbica do surfactante se volta para a superfície, enquanto que a porção hidrofílica 

está em contato com a solução (Mulligan, 2005).  

Como já descrito, biossurfactantes são surfactantes produzidos por micro-

organismos. A atividade biossurfactante pode ser determinada através de mudanças nas 

tensões interfaciais e superficiais de alguns “sistemas”, ou interfaces, como, por exemplo, 

água/óleo e ar/água e essas mudanças podem ser medidas com auxílio de tensiômetro 

(Desai & Banat, 1997). Devido à sua estrutura anfifílica, as moléculas dos 

biossurfactantes tendem a se aglomerar e formar pequenas estruturas como vesículas, 

lamelas ou micelas quando adicionados a esses sistemas e, deste modo, reduzem a 

tensão superficial até um nível crítico (Figura 3). Esta medida é conhecida como 

“concentração micelar crítica” (CMC) e é utilizada para definir a qualidade e eficiência do 

biossurfactante de acordo com suas propriedades como detergência, formação de 

espuma, emulsificação e dispersão. Esse processo dinâmico é baseado na habilidade dos 

biossurfactantes de reduzir a tensão superficial pelo rearranjo molecular, pelo qual ocorre 

o acúmulo na superfície de compostos insolúveis, influenciando as ligações de hidrogênio 

e outras interações hidrofóbico-hidrofílicas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Esquemas representando as estruturas formadas por biossurfactantes quando em 

contato com interfaces (Fonte: Champion et al., 1995).   
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Surfactantes considerados eficientes apresentam baixa concentração micelar crítica 

(ou seja, menos surfactante é necessário para reduzir a tensão superficial). Um 

surfactante ideal seria aquele que apresenta baixa concentração micelar crítica e tensão 

superficial com valores menores que 30 mN/m (Ashby et al., 2008; Desai & Banat, 1997; 

Mulligan, 2005). As interações de surfactantes nas interfaces são objetos de muitos 

estudos. Essas reações não ocorrem somente em relação à porção hidrofóbica dessas 

moléculas, mas também com a parte hidrofílica, que pode apresentar carga elétrica, 

podendo ser aniônica, catiônica, anfotérica ou não-iônica (Neu, 1996). 

No ano de 2000, a produção mundial de surfactantes totalizou entre 17 e 19 milhões 

de toneladas, com um crescimento previsto entre 3 a 4% por ano. Isso ocorre devido à 

crescente demanda em detergentes, setor que utiliza mais de 50% da produção de 

surfactantes. Entre os principais setores que utilizam surfactantes estão incluídos os 

detergentes para uso doméstico, produtos para uso pessoal (cosméticos, sabonetes, 

creme dentais), indústrias têxtil e petrolífera (Deleu et al, 2004).  

No entanto, não são somente surfactantes sintéticos que são comercializados. Nos 

Estados Unidos, um dos tipos mais importantes e estudados de biossurfactantes está no 

mercado através da empresa Jeneil Biosurfactant que é responsável pela venda de 

ramnolipídeos provenientes de P. aeruginosa, vendidos principalmente como fungicida 

agrícola ou como aditivo para atividades de biorremediação (Banat et al., 2010).  

Os biossurfactantes começaram a ganhar destaque e atrair a atenção em estudos 

como agentes degradadores de hidrocarbonetos no final da década de 1960. Suas 

aplicações têm sido amplamente disseminadas ao longo dos últimos 50 anos como uma 

boa alternativa para a substituição dos surfactantes sintéticos (Cameotra & Makkar, 

2004). Eles apresentam algumas vantagens em relação aos surfactantes sintéticos, como 

por exemplo, são altamente biodegradáveis, possuem baixa toxicidade, são funcionais em 

extremos de temperatura, salinidade e pH e podem ser produzidos a partir de substratos 

economicamente viáveis, como resíduos de refinarias e óleos de soja e girassol, 

diminuindo assim o custo de produção. Apresentam também uma maior diversidade e 

disponibilidade em vista da quantidade de micro-organismos produtores (Muthusamy et 

al., 2008; Mukherjee et al., 2006; Cameotra & Makkar, 2010 ).  
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2.5.1. Tipos de biossurfactantes 

Diferentes dos surfactantes sintéticos, que são caracterizados de acordo com o 

grupo polar, os biossurfactantes são caracterizados por sua composição química e sua 

origem microbiana (Gautam & Tyagi, 2006). Há vários tipos de biossurfactantes, cada um 

sendo produzido por um micro-organismo específico. São divididos em duas classes 

principais: os de baixo peso molecular que incluem os lipopeptídeos, glicolipídeos e 

proteínas; e os de alto peso molecular que incluem polissacarídeos, lipopolissacarídeos, 

ou lipoproteínas que são denominadas bioemulsan ou bioemulsificantes. O primeiro grupo 

inclui moléculas que podem eficientemente reduzir as tensões superficial e interfacial, 

enquanto que o último é composto por polímeros anfifílicos e polifílicos que usualmente 

apresentam maior eficiência para o estabelecimento de emulsões (óleo-água), mas não 

são tão eficientes na redução da tensão interfacial e superficial (Banat et al., 2010).  

As classes principais estão descritas abaixo e sumarizadas na Tabela 1. 

 

A) Glicolipídeos: moléculas de baixo peso molecular, compostos de 

carboidratos como, glicose, manose, galactose e ramnose, ligados a uma longa cadeia de 

ácidos alifáticos. Dentre os glicolipídeos, os tipos mais estudados são os ramnolipídeos, 

trealolipídeos e soforolipídeos.  

Ramnolipídeos: mais descritos na literatura como sendo produzidos por bactérias 

do gênero Pseudomonas. Possuem moléculas de ramnose ligadas a moléculas de ácido 

hidroxidecanóico (Gautam & Tyagi, 2006). Mais de sete homólogos foram identificados e 

são os mais estudados em relação à remoção de hidrocarbonetos (Abalos et al., 2001; 

Mulligan, 2009). 

Trealolipídeos: possuem ácido micólico em sua composição ligado a moléculas 

de trealose e variam de tamanho e estrutura de acordo com os micro-organismos que os 

produzem. Estão relacionados com vários micro-organismos como dos gêneros 

Corynebacterium, Mycobacterium, Rhodococcus e Arthrobacter (Rahman & Gapke, 2008). 

Soforolipideos: são produzidos principalmente por leveduras das espécies 

Torulopsis bombicola, T. petrophilum e Candida bombicola. Consistem do carboidrato 

soforose ligado a uma longa cadeia de ácidos graxos. Embora os soforolipídeos possam 
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reduzir a tensão interfacial e superficial, não são efetivos como agentes emulsificantes 

(Amaral et al., 2008).  

Manosileritrol lipídeo (MEL): produzido por fungos como Ustilago maydis, 

Candida antarctica e Schizonella melanogramma. A molécula consiste de um 

dissacarídeo formado por manose e eritrol, à qual estão ligados ácidos graxos de 

diferentes comprimentos (Hewald et al., 2005).  

B) Lipopeptídeos: Estão incluídos alguns lipopeptídeos cíclicos, como 

surfactina, produzida por bactérias do gênero Bacillus subtilis, gramicidina, produzida por 

Bacillus brevis, e polimixinas, produzidas por Bacillus polymyxa. 

Surfactinas: são os biossurfactantes mais descritos na literatura com ótima 

atividade surfactante, sendo produzidos por bactérias da espécie Bacillus subtilis. Contém 

sete aminoácidos ligados a grupos hidroxilas ou carboxilas. As aplicações da surfactina 

também são extensamente estudadas, como efetivos em processos de biorremediação e 

aplicações medicinais. 

Gramicidinas e polimixinas: a gramicidina produzida por Bacillus brevis, chamada 

de gramicidina S é um decapeptídeo e em solução existe na forma de um anel rígido com 

duas moléculas de ornitina. Polimixina se constitui em um decapeptídeo, pelo qual 3 a 10 

aminoacidos formam um peptídeo cíclico e uma cadeia de ácidos graxos está interligada 

(Rosenberg & Ron, 1999). 

Lichenisinas: são produzidas por Bacillus licheniformis e semelhantes em 

estrutura e propriedades físico-químicas às surfactinas.  

C) Ácidos Graxos e Fosfolipídeos: Ácidos graxos derivados de alcanos 

apresentam capacidade surfactante. Alguns fungos e bactérias sintetizam ácidos graxos 

quando crescem em meio com n-alcanos como substrato. Fosfolipídeos, por sua vez, são 

em sua maioria componentes de membranas em micro-organismos. Do mesmo modo, 

quando alguns micro-organismos crescem na presença de alcanos, o nível de 

fosfolipídios aumenta. Acinetobacter sp. linhagem HO1-N e Rhodococcus erythropolis são 

descritos como produtores de fosfolipídeos com capacidade surfactante (Muthusamy et al, 

2008; Rosenberg & Ron, 1999). 
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D) Biossurfactantes poliméricos: São moléculas mais complexas e com maior 

peso molecular (Sulivan, 1998, Banat et al., 2010). Uma ampla variedade de micro-

organismos inclusive grupos do Domínio Archaea, podem produzir esses polímeros de 

alto peso molecular. Os mais estudados são emulsan, liposan e outros complexos de 

polissacarídeos-proteínas. Emulsan é um lipossacarídeo isolado de Acinetobacter 

calcoaceticus RAG-1, com capacidade emulsificante. O bioemulsificante de Acinetobacter 

radioresistens KA53, é denominado alasan, um complexo de polissacarídeo e proteína. 

Liposan é um emulsificante extracelular produzido por Candida lipolytica, composto por 

83% de carboidrato e 17% de proteína (Lang et al., 2002; Rosenberg & Ron, 1999). 

A maioria dos micro-organismos descritos como produtores de biossurfactantes é 

aeróbia. No entanto, Bacillus licheniformis tem sido descrito em processos de recuperação 

de petróleo na ausência de oxigênio, produzindo o lipopeptídeo denominado lichenisina 

(Mulligan, 2005; McInerney et al., 2007). Pseudomonas sp. e Bacillus sp já foram descritos 

produzindo biossurfactante em condições de anaerobiose facultativa (Grishchenkov et al., 

2000). 

 

Tabela 1. Principais tipos de biossurfactantes e micro-organismos produtores (Fonte: Van Hamme 

et al., 2006; Desai & Banat, 1997). 

 

BIOSSURFACTANTE MICRO-ORGANISMO 

Glicolipídeos  

Ramnolipídeo Pseudomonas sp./P. aeruginosa/ P. putida 

Trealolipídeo Rhodococcus sp./ Rhodococcus erithropolis 

Arthobacter sp. 

Soforolipídeo Candida lipolytica/ Torulopsis bombicola 

Manosileritrol Lipídeo (MEL) Ustilago maydis/ Candida antarctica 

Schizonella melanogramma, 

Lipopeptídeos  

Polimixina Bacillus polymixa 

Gramicidina S Bacillus brevis 

Surfactina Bacillus subtilis/ Bacillus pumilus 
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BIOSSURFACTANTE MICRO-ORGANISMO 

Ácidos Graxos e Fosfolipídeos Nocardia erythropolis/ Arthrobacter parafineus 

Corynebacterium lepus/ Penicillium spiculisporum 

Acinetobacter sp. / Rhodococcus erythropolis 

Moléculas de Alto Peso  

Alasan Acinetobacter radioresistens 

Emulsan Acinetobacter calcoaceticus 

Liposan Candida lipolytica 

 

2.5.2. Aplicações  

Os diferentes grupos de biossurfactantes descritos acima podem apresentar 

aplicações diversas, as quais incluem processos de biorremediação de ambientes 

contaminados, recuperação de petróleo, utilização em indústrias de cosméticos e 

farmacêuticos, e até mesmo como agentes antimicrobianos.  

 

MEOR (Microbial Enhanced Oil Recovery) 

Alguns fatores como a baixa permeabilidade de alguns reservatórios ou alta 

viscosidade de alguns óleos podem resultar em uma pobre recuperação de petróleo. O 

processo de recuperação terciária de petróleo (MEOR - Microbial Enhanced Oil Recovery) 

consiste na utilização de micro-organismos, indígenas ou injetados, capazes de sintetizar 

moléculas que auxiliem na recuperação do óleo, como metano, dióxido de carbono, 

polissacarídeos e biossurfactantes (Singh et al., 2007). Esses compostos podem reduzir a 

viscosidade dos óleos, aumentar o fluxo através dos dutos e estabilizar emulsões óleo e 

água (Batista et al, 2006). 

De acordo com Bordoloi e Konwar (2008), existem três principais estratégias 

adotadas para o uso de biossurfactantes neste processo:  

(1) Injeção de micro-organismos produtores dentro do reservatório, com 

conseqüente multiplicação destes in situ nas rochas do reservatório; 

(2) Injeção de nutrientes dentro do reservatório estimulando o crescimento de 

micro-organismos indígenas produtores de biossurfactantes; 
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(3) Produção de biossurfactantes ex situ para injeção dentro do reservatório.  

Alguns trabalhos mencionam a aplicação de biossurfactantes em processos de 

MEOR (Wang et al., 2008; Shi et al., 2008). No trabalho de Dastgheib e sua equipe 

(2008), foi avaliado um tipo de bioemulsificante proveniente de uma linhagem 

halotermotolerante de Bacillus sp. para aplicação in situ. Do mesmo modo, McInerney e 

colaboradores (2007) utilizaram bioemulsificantes testados em laboratório para aplicação 

in situ.  

 

Biorremediação  

A biorremediação implica na aceleração dos processos naturais de biodegradação 

de compostos poluentes em ambientes contaminados. Em situações em que os poluentes 

apresentam baixa solubilidade em água, a adição de emulsificantes e surfactantes 

aumenta a taxa de biodegradação por promover uma maior biodisponibilidade desses 

poluentes (Calvo et al., 2009).   

Existem muitas substâncias que são nocivas ao meio ambiente, tornando-se fontes 

poluidoras. Na categoria dos resíduos químicos orgânicos estão incluídos os pesticidas, 

solventes e óleos. Metais pesados como chumbo (Pb), cádmio (Cd), mercúrio (Hg), zinco 

(Zn) e ferro (Fe) também são poluentes e geralmente estão associados a atividades 

antrópicas, como a eliminação de resíduos em aterros sanitários, geração de resíduos 

químicos e lodo.  

Os hidrocarbonetos de petróleo e de outros óleos pesados quando em contato com 

o meio ambiente se aderem fortemente a partículas de solo. Dentre os hidrocarbonetos, a 

classe dos HPA (Hidrocarbonetos Aromáticos Policíclicos) são os maiores contaminantes 

(Mulligan, 2005; Bordoloi & Konwar, 2009). A biodegradação de hidrocarbonetos torna-se 

mais eficiente com a adição de biossurfactantes, os quais podem acelerar a 

biorremediação de solos e águas contaminadas por petróleo através da diminuição da 

tensão superficial óleo – água, aumentando a solubilidade e assim a mobilidade de 

compostos hidrofóbicos, tais como os hidrocarbonetos (Tango & Islam, 2002).  

Calvo e equipe (2009) mencionam que a degradação associada ao emprego de 

surfactantes torna-se eficiente de acordo com alguns fatores, como por exemplo, a taxa 
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de nutrientes disponíveis no solo. Estes nutrientes (nas formas de nitrogênio e fósforo) 

promovem o crescimento e conseqüentemente, o aumento da população indígena do solo 

contaminado, aumentando a taxa de degradação.  

Vários trabalhos têm descrito o emprego de biossurfactantes na degradação de 

hidrocarbonetos, principalmente utilizando ramnolipídeos (Zhang e Miller, 1992; Rahman 

et al., 2003; Nguyen et al., 2008) e surfactina (Mulligan et al., 1999; Cubitto et al., 2004; 

Whang et al., 2008). 

Além de atuar em processos de biodegradação de hidrocarbonetos, alguns 

biossurfactantes são capazes de remover metais pesados, como cádmio, cobre, chumbo 

e zinco em solos contaminados (Mulligan, 2005). Ao contrário dos hidrocarbonetos, os 

metais pesados não são degradáveis e apresentam alta toxicidade, mesmo em 

quantidades pequenas, representando uma ameaça para a saúde e meio ambiente. 

Mulligan e colaboradores (2001) analisaram a utilização de três diferentes 

biossurfactantes (surfactina, ramnolipídeos e soforolipídeos) na remoção de metais em 

sedimentos contaminados com cobre e zinco, onde os glicolipídeos (ramnolipídeos e 

soforolipídeos) apresentaram-se como mais efetivos. 

Outro trabalho menciona a utilização de ramnolipídeos para a remoção de cádmio 

em solos, com a suposta formação de um complexo entre o metal e o biossurfactante 

(Tan et al., 1994). 

 

Indústria 

Os biossurfactantes também podem ser amplamente utilizados em indústrias de 

alimentos e cosméticos como agentes emulsificantes, espumantes e umectantes 

(Muthusamy et al., 2008). Na indústria de cosméticos são importantes aditivos nas 

preparações de muitos produtos como repelentes, cremes, desodorantes, antisépticos, 

shampoos e condicionadores (Kosaric, 1992). Ramnolipídeos, especificamente, são muito 

utilizados em cosméticos por apresentarem compatibilidade com a pele e não provocar 

irritações ou reações alérgicas (Benincasa et al., 2004). 

Na indústria de alimentos, os emulsificantes têm uma importante função na 

formação da consistência e textura de muitos produtos, como o sorvete, por exemplo. Em 
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casos de biossurfactantes que são funcionais em pH ácidos, é interessante sua utilização 

em alimentos que contenham ácido cítrico ou ascórbico. Outra função interessante é que 

atuam como agentes antiadesivos impedindo a formação de biofilmes, já que os biofilmes 

bacterianos em indústrias de alimentos representam potenciais focos de contaminação, 

que podem levar à deterioração dos alimentos (Nitschke e Costa, 2007). 

 

Agentes antimicrobianos 

Já existem trabalhos que descrevem o emprego de alguns biossurfactantes como 

agentes antimicrobianos e antivirais, assim como moléculas imunomoduladoras 

(Cameotra & Makkar, 2004).  

Singh e Cameotra (2004) relataram a utilização de surfactina como agente 

antimicrobiano, a qual demonstrou atividade contra muitos vírus, como o herpesvírus 

(HSV-1 e HSV-2) e o vírus causador da estomatite. Também pode ser verificada a 

inibição de biofilmes formados por Salmonella typhimurium, Salmonella enterica, 

Escherichia coli e Proteus mirabilis em cateteres uretrais. Lipopeptídeos bacterianos 

constituem também potentes adjuvantes imunológicos quando adicionados com antígenos 

convencionais em testes sorológicos para detecção de drogas, anticorpos, toxinas e 

outras substâncias.   

Fernandes e equipe (2007) demonstraram a atividade antimicrobiana do 

biossurfactante produzido por Bacillus subtilis (surfactina) contra Enterococcus faecalis, 

Staphylococcus aureus e Mycobacterium sp.  

No trabalho de Abalos e colaboradores (2001) foram descritas propriedades 

antifúngicas de ramnolipídeos sobre Aspergillus níger e outros fungos testados in vitro. 

A função biocida dos ramnolipídeos também foi investigada no trabalho de 

Stanghellini e Miller (1997), onde foi observada a ruptura de zoósporos de fungos 

patogênicos como Phytophthora capsici e Pythium aphanidermatum, associados com 

doenças foliares em inúmeras culturas. 
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2.6. Genes envolvidos na produção de EPS  

Estudos genéticos de micro-organismos produtores de EPS são importantes 

ferramentas para a descoberta de novos genes ou grupos de genes envolvidos na 

produção de polímeros extracelulares (Mukherjee et al., 2006). 

De acordo com a literatura, muitos grupos de genes vêm sendo identificados e 

caracterizados em bactérias gram-positivas e gram-negativas. Genes que estão 

envolvidos na regulação, na síntese de nucleotídeos e de enzimas, polimerização e 

transporte de substâncias são encontrados dentre os genes ligados com a produção de 

EPS (Wang et al., 2003). 

Em ambientes naturais, os EPS podem fornecer proteção à célula bacteriana contra 

a dessecação e ataque de bacteriófagos. Um estudo realizado por Ford & Fitzgerald, 

(2003) demonstrou que genes plasmidiais de Lactococcus lactis subsp. cremori H02, 

codificavam um tipo de EPS que interferia na adsorção de bacteriófagos a receptores da 

superfície celular.  

Wang et al. (2003) investigaram um conjunto de genes atuando na produção de 

EPS em Streptomyces sp. linhagem 139 A. Neste trabalho, os pesquisadores 

identificaram e caracterizaram um grupo de genes com atividade anti-reumática in vivo, 

consistindo de 22 ORFs localizadas em uma região cromossomal de 65 kb.  

Stingelle et al. (1996) realizaram a caracterização e identificação de genes 

envolvidos na produção de EPS em Streptococcus thermophilus linhagem Sfi6, uma 

bactéria encontrada em alimentos. Através de análises de seqüências, os pesquisadores 

puderam constatar uma região de 14,52 kb englobando 13 genes denominados de eps A 

a eps M, responsáveis pela síntese de EPS e sua secreção.  

Segundo Desai & Basat (1997), um conjunto de genes denominado rhlAB, 

encontrado em Pseudomonas aeruginosa, está envolvido com a síntese de 

ramnolipídeos, um EPS da classe dos glicolipídeos. Estes genes são responsáveis pela 

síntese de uma proteína regulatória, a Rh1R e da enzima raminosil-transferase, ambas 

essenciais para a formação do ramnolipídeo. A etapa final da biossíntese do ramnolipídeo 

é “catalisada” pelos genes rhlAB codificando a raminosiltransferase. Oschner e 

colaboradores (1995) relataram a produção de ramnolipídeo também em hospedeiros 
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heterólogos, como algumas linhagens de Pseudomonas e Escherichia coli DH5-alfa.  

Outro tipo de EPS, os lipopeptídeos, também vem sendo estudado geneticamente. 

Bacillus subtillis produz um lipopeptídeo cíclico denominado surfactina, o qual tem sido 

relatado como um dos biossurfactantes mais ativos já descritos (Ron & Rosenberg, 2001). 

Os estudos genéticos da produção de biosurfactina sugerem que três genes 

cromossomais estão envolvidos: sfp, srfA e comA. Ensaios realizados demonstraram 

através de análises genéticas que sfrA é um grande operon responsável por codificar um 

tipo de surfactina multifuncional (Desai & Basat, 1997; Sullivan 1998).  

Os biossurfactantes poliméricos de alto peso molecular são mais complexos do que 

os de baixo peso molecular, como os lipopeptídeos e os ramnolipídeos. A síntese desses 

heteropolissacarídeos requer um grande número de genes e sua organização genética 

torna-se mais complexa do que aquela dos outros tipos. O bioemulsificante desta 

categoria mais bem estudado é um tipo produzido por Acinetobacter calcoaceticus BD4. 

Os genes responsáveis pela produção deste estão organizados em um conjunto de genes 

com tamanho em torno de 60 kb (Ron & Rosenberg, 2001).  

Hewald e colaboradores (2005) identificaram dois genes, emt1 e cyp1, essenciais 

para a produção de um glicolipídeo produzido pelo fungo dimórfico Ustilago maydis. Este 

fungo basidiomiceto produz um tipo de glicolipídeo denominado manosileritritrol lipídeo 

(MEL).  

Estudos genéticos que envolvem a produção de surfactantes ou emulsificantes 

ainda não são tão extensos, e dentre estes os biossurfactantes mais bem descritos são os 

ramnolipídeos e a surfactina. No entanto, esses estudos envolvendo genes produtores 

são relevantes não apenas por possibilitar a descoberta de novas vias biossintéticas e 

novos tipos, mas também porque podem permitir o aperfeiçoamento na manipulação de 

espécies já descritas, e melhorar o desenvolvimento de linhagens mutantes 

hiperprodutoras, principalmente para sua aplicação (Calvo et al., 2009). 
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3. OBJETIVOS  

3.1. Objetivo Geral 

Realizar a prospecção de genes envolvidos na síntese de biossurfactantes em 

microbiota recuperada de reservatórios de petróleo utilizando uma abordagem 

metagenômica. 

 

3.2. Objetivos Específicos 

A presente proposta tem como objetivos específicos: 

 Construção de bibliotecas metagenômicas utilizando DNA total recuperado de 

consórcios microbianos aeróbios e anaeróbios enriquecidos a partir de amostras 

de petróleo biodegradado provenientes de reservatórios brasileiros; 

 Ensaios de triagem de genes envolvidos na síntese de biossurfactantes por PCR; 

 Ensaios de triagem funcional rápida para a detecção da atividade biossurfactante 

dos clones sobre compostos hidrofóbicos e petróleo bruto; 

 Caracterização da composição dos EPS produzidos pelos clones. 

 

4. ESTRUTURA 

Esta dissertação foi dividida em dois capítulos. O Capítulo 1 é constituído do artigo 

publicado no periódico internacional Organic Geochemistry intitulado “Screening for 

hydrocarbon biodegraders in a metagenomic clone library derived from Brazilian 

petroleum reservoirs”. Neste artigo estão descritos a realização de enriquecimentos 

microbianos aeróbios e anaeróbios, a partir de amostras de petróleo provenientes do poço 

GMR 75 da Bacia Potiguar, as etapas de extração de DNA de alto peso, a construção das 

bibliotecas metagenômicas e as análises da diversidade filogenética dos enriquecimentos. 

O capítulo 2 trata dos testes de triagem das bibliotecas, por atividade biológica e 

por similaridade de seqüência, e dos ensaios de caracterização dos biossurfactantes 

produzidos, incluindo as análises colorimétricas, testes de tensiometria e ensaios 

emulsificantes. 
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Avaliação da produção de biossurfactantes através de ensaios de triagem em 

bibliotecas metagenômicas derivadas de reservatórios de petróleo 

Bruna Martins Dellagnezze, Suzan Pantaroto de Vasconcellos & Valéria Maia de Oliveira 

 

 

1. INTRODUÇÃO  

Surfactantes são compostos caracterizados pela capacidade de alterar as 

propriedades superficiais e interfaciais de um líquido. Emulsificantes, por sua vez, 

compõem uma subclasse de surfactantes, os quais estabilizam dispersões de um líquido 

em outro, como por exemplo, emulsões óleo-água (Ron & Rosenberg, 2001). 

Biossurfactantes são surfactantes produzidos por microrganismos que aumentam a 

biodisponibilidade de compostos apolares, como, por exemplo, de hidrocarbonetos, 

promovendo a estabilização de emulsões água-óleo existentes nos reservatórios de 

petróleo (Desai & Banat, 1997). Os biossurfactantes podem acelerar a biorremediação de 

solos e águas contaminadas por petróleo, diminuindo a tensão superficial óleo – água, 

aumentando a solubilidade e a mobilidade de compostos hidrofóbicos, tais como os 

hidrocarbonetos, viabilizando assim a sua biodegradação (Tango & Islam, 2002).  

Técnicas baseadas em cultivo têm sido tradicionalmente as ferramentas primárias 

usadas para o estudo da microbiologia de diferentes ambientes (Chandler et al., 1997). 

Estas metodologias, apesar de serem extremamente importantes para o entendimento do 

potencial fisiológico de microrganismos isolados, não fornecem necessariamente 

informação abrangente sobre a diversidade e abundância de comunidades microbianas 

(van Hamme et al., 2003). Embora as técnicas de cultivo tenham sido aprimoradas, sabe-

se que apenas uma pequena fração da diversidade microbiana na natureza, em torno de 1 

a 10%, pode ser hoje cultivada em laboratório (Ward et al., 1990; Amann et al., 1995). 

Ferramentas moleculares desenvolvidas nas últimas décadas têm sido otimizadas e 

adaptadas para superar as limitações impostas pela abordagem clássica de estudo de 

populações microbianas, evitando o isolamento e cultivo dos micro-organismos. O uso 

destas ferramentas associado à construção de bibliotecas metagenômicas em vetores que 

suportam fragmentos de DNA de alto peso possibilita o acesso ao potencial metabólico da 

comunidade microbiana total presente em uma dada amostra ambiental (Handelsman et 
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al., 1998). No caso de comunidades microbianas biodegradadoras, as bibliotecas 

metagenômicas constituem-se em uma ferramenta que abre a perspectiva de descoberta 

de novas vias catabólicas a partir de membros da microbiota, principalmente de 

microrganismos fastidiosos ou ainda não-cultivados, ou mesmo daqueles que vivem em 

consórcios e não podem ser recuperados isoladamente.  

O presente trabalho teve como objetivo realizar a prospecção da atividade 

biossurfactante em bibliotecas metagenômicas derivadas de microbiota recuperada de 

reservatórios de petróleo, utilizando-se técnicas baseadas em similaridade de sequência 

assim como ensaios de atividade biológica. 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS  

2.1. Triagem para detecção de biossurfactantes nas bibliotecas 

metagenômicas 

 

 Triagem rápida de clones com atividade emulsificante  

Para a realização dos ensaios de triagem de clones com atividade bioemulsificante 

foi selecionada a metodologia descrita no trabalho de Bodour et al. (2003) e denominada 

“teste de colapso da gota”. Este é um teste de caráter qualitativo que possibilita a seleção 

de clones positivos para análises confirmatórias subsequentes, como as análises 

convencionais de tensiometria e a triagem através de similaridade de sequência de DNA.  

Alíquotas de 7 μL de petróleo foram colocadas em microplacas esterilizadas (96 

poços), deixando- se por 24 horas a 23°C. Ao mesmo tempo as culturas de clones foram 

repicadas em LB contendo cloranfenicol (12,5 μg/mL) e incubadas até 24 horas a 37°C. 

Após este período, as placas contendo as culturas dos clones foram centrifugadas a 

3600 rpm, por 8 minutos e alíquotas de 5 μL do sobrenadante formado foram 

adicionadas ao petróleo com auxílio de micropipeta. Os resultados foram considerados 

positivos para as amostras que se dispersaram quando entraram em contato com o 

petróleo, ou seja, aquelas em que as gotas entraram em colapso. O resultado foi 

considerado negativo para a atividade de biossurfactante quando a gota do 
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sobrenadante permaneceu intacta na amostra.  

 

 Triagem de clones por similaridade de seqüência  

A triagem de clones por similaridade de seqüência foi realizada através de reações 

de amplificação por PCR utilizando pres de primers relacionados à biossíntese de EPS 

descritos na literatura (McInerney et al., 2007; Bodour et al., 2003) e relacionados na 

tabela abaixo: 

 

Tabela 1. Primers utilizados para a triagem de clones produtores de biossurfactantes por 
PCR. 

Primer Seqüências (5’ – 3’) Referência 

sfrA/licA (F) CAA AAKCGCAKCATACCACKTTGAG McInerney et al. (2007) 

sfrA/licA (R) TCATARAGCGGCAYATATTGATGC McInerney et al. (2007) 

rhlR (F) CTGCGCTCCWCGGAAATGGTG McInerney et al. (2007) 

rhlR (R) TCTGGATGWYCTTGWGGTGGAAGTTC McInerney et al. (2007) 

kpd1(F) GCC CAC GAC CAG TTC GAC Bodour et al. (2003) 

kpd2 (R) CAT CCC CCT CCC TAT GAC Bodour et al. (2003) 

 

Os pares de primers rhIR e kpd estão relacionados à síntese de ramnolipídeos, um 

tipo de biossurfactante descrito como sendo produzido por Pseudomonas aeruginosa, e o 

par de primers sfrA/lic está relacionado à síntese de surfactina, descrito como sendo 

produzido por bactérias do gênero Bacillus. 

Deste modo, foram selecionadas culturas puras de bactérias como controles 

positivos e negativos para a síntese de biossurfactantes a fim de padronizar as condições 

de amplificação. A seleção desses micro-organismos foi baseada na literatura de acordo 

com Vasconcellos et al. (2009) e Bodour et al. (2003). Como controles positivos foram 

utilizadas culturas de Bacillus sp. e Pseudomonas aeruginosa, e como controle negativo 

foi utilizada uma linhagem de Dietzia sp. (Vasconcellos et al., 2006). As culturas foram 

gentilmente cedidas pela Coleção Brasileira de Micro-organismos de Ambiente e Indústria 
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(CBMAI), UNICAMP, e foram cultivadas em meio NA a 28oC em estufa BOD por 48 horas. 

Uma combinação dos protocolos descritos por Pospiech & Newman (1995) e Pitcher et al. 

(1989) foi empregada para a extração de DNA das culturas puras. 

As reações de amplificação dos genes relacionados à síntese de biossurfactantes 

primeiramente passaram por fase de padronização. Testes foram realizados utilizando as 

condições descritas por Bodour et al. (2003) e McInerney et al. (2007) e as culturas puras 

acima citadas. Para a detecção do gene da ramnosil transferase (rhIB), parte da via de 

biossíntese do ramnolipídeo, foram realizadas reações de amplificação com os primers e 

reagentes nas seguintes concentrações: tampão 1x (Invitrogen), MgCl2 50 mM 

(Invitrogen), 0,5 µM de cada um dos primers kpd1 e kpd2, 02 mM de dNTPs, DMSO 5%, 

2,5 U de Taq DNA polimerase (Invitrogen) e 50 ng de DNA. O volume final da reação 

totalizou 50 microlitros. As condições de amplificação consistiram dos seguintes ciclos de 

temperatura: 94°C por 2 minutos, 30 ciclos de 94°C por 15 segundos, 54°C por 15 s e 

72°C por 15 s, e uma extensão final de 72°C por 2 min.  

Para a detecção dos genes srfA/licA e rhIR foram utilizadas as mesmas 

concentrações de primers e reagentes estabelecidas por McInerney e colaboradores 

(2007), a saber: 2,5 µL de MgCl2 a 25 mM, 1 µL de dNTP a 10 mM, 1 µL de cada primer a 

5 µM, 0,5 µL de DMSO, 0,25 µL (1U/ µL) de Taq Polimerase (Invitrogen) e 50 ng de DNA, 

obtendo-se o volume final da reação de 50 microlitros. Para cada par de primer foram 

realizadas reações de PCR com diferentes ciclos de temperatura. Para o par srfA/licA  foi 

programado um ciclo de desnaturação inicial a 95oC por 5 minutos, um touchdown de 10 

ciclos a 94oC por 35 s, 55oC (decrescendo 0,5oC por ciclo) por 35 s , e 72oC por 45 s para 

extensão. Foram adicionados mais 23 ciclos a 95oC para desnaturação, 35 s a 50oC para 

anelamento, 45 s a 72oC para extensão, e um ciclo de extensão final a 72oC por 6 

minutos. Para o par de primer rhIR foi programado um ciclo de desnaturação inicial a 95oC 

por 5 minutos, seguidos de 10 ciclos de 40 s a 95oC, 40 s a 57,3oC até 52,3oC em 

touchdown para anelamento, 45 s a 72oC para extensão. Foram adicionados mais 23 

ciclos a 95oC para desnaturação, 40 s a 52,3oC para anelamento, 45 s a 72oC para 

extensão, seguidos de 7 minutos a 72oC para uma extensão final. As reações foram 

realizadas no termociclador Mastercycler Gradient (Eppendorf). 

Após a verificação das condições ideais para a amplificação dos controles 
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positivos, as reações de PCR foram realizadas na forma de pools com 10 clones, 

utilizando os clones que apresentaram resultados positivos no screening funcional. 

 

2.2. Ensaios de tensiometria  

Ensaios de tensiometria foram realizados com o intuito de confirmar a produção de 

biossurfactantes pelos clones que exibiram resultados positivos no screening preliminar 

realizado pelo teste “colapso da gota” e também de selecionar os clones que 

apresentaram os melhores resultados. Quatro ensaios diferentes foram realizados. No 

primeiro ensaio, as culturas de clones foram repicadas sob a forma de pools de 20 clones 

em tubos Falcon com 25 mL de meio LB + cloranfenicol (12,5 μg/mL) e incubadas até 24 

horas a 37°C sob agitação. Os pools que obtiveram menores valores de tensão superficial 

foram selecionados para o segundo ensaio, utilizando meio mineral para cultivo dos 

clones e hexadecano como fonte de carbono. Foram também utilizadas uma cultura de 

célula hospedeira E.coli EPI-300 como controle negativo e uma cultura de Pseudomonas 

aeruginosa (CBMAI 602) como controle positivo. As culturas de clones foram incubadas 

sob agitação a 37°C em frasco Erlenmeyer com 40 mL de meio mineral + 400 μL de 

hexadecano + 100 μL de solução de vitaminas. Foram avaliados quatro pools de 20 

clones, selecionados no primeiro ensaio e mais cinco clones isolados pré-avaliados como 

degradadores de hidrocarbonetos em outro estudo realizado em paralelo pelo nosso 

grupo de pesquisa. A incubação durou 28 dias, sendo que as avaliações foram realizadas 

a cada sete dias. 

No terceiro ensaio foi avaliado apenas o pool que apresentou o melhor resultado 

(pool 25) dentre os quatro pools avaliados anteriormente. Entretanto, os vinte clones 

desse pool foram avaliados isoladamente, sendo possível a seleção de nove clones. As 

mesmas condições do segundo ensaio foram mantidas, ou seja, incubação em meio 

mineral com hexadecano, a 37ºC, sob agitação. 

No quarto e último ensaio, foram mantidas as condições do meio e fonte de carbono, 

no entanto, o volume do meio mineral utilizado foi de 100 mL + 1 mL de hexadecano + 

250 μL de solução de vitaminas e a incubação foi realizada por apenas 10 dias. Após este 

período, os nove clones foram submetidos a análises colorimétricas.  
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É importante salientar que antes da incubação em meio mineral foi realizado um pré-

inóculo dos pools e dos clones individuais em tubos Falcon contendo 20 mL de meio LB e 

incubação por 24 horas a 37°C sob agitação. Posteriormente, os pools e os clones 

individuais foram transferidos para frascos “SCHOTT” com 500 mL de meio LB, crescendo 

mais uma vez nas mesmas condições. Após o crescimento, as culturas foram 

centrifugadas a 6.000 rpm por 20 minutos e o pellet suspenso em água MilliQ. Alíquotas 

de 4 mL da suspensão de células dos clones foram inoculadas em 40 mL de meio mineral 

adicionados de 20 μL de cloranfenicol (12,5 μg/mL) e 100 μL de solução de vitaminas, 

exceto para o último ensaio, como já foi descrito, em que as condições foram modificadas.  

Após o término do período da incubação, as culturas foram centrifugadas por 10 

minutos, 5000 rpm. O sobrenadante obtido foi dividido em duas partes, sendo uma parte 

para a avaliação no tensiômetro e outra para a extração dos EPS. Os pellets celulares 

foram mantidos a 4°C e posteriormente liofilizados, a fim de se avaliar a produção de EPS 

por massa celular.  

 

2.3. Extração e caracterização química dos biossurfactantes através de 

análises colorimétricas  

Para a extração e caracterização química dos biossurfactantes através de análises 

colorimétricas, inicialmente foi adotado o protocolo de Vasconcellos (2006) realizado em 

espectrofotômetro, utilizando cubetas. No entanto, este método foi modificado com base 

nos protocolos de Klock et al. (2007) e da Thermo Scientific (Pierce BCA Protein Assay 

Kit) e empregado para a caracterização dos biossurfactantes dos nove clones 

selecionados. Com este novo protocolo foram utilizadas alíquotas menores, possibilitando 

"miniaturizar" as análises, as quais foram realizadas em microplacas e avaliadas em 

espectrofotômetro (leitor de placas).    

Para a extração foi realizada a precipitação do sobrenadante com etanol absoluto 

gelado, e incubação da solução a -20° C por cerca de 16 h. Após esse período, as 

amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm, 4° C por 15 minutos. O etanol foi descartado 

rapidamente, e o pellet esbranquiçado formado foi suspenso em10 mL de água Milli-Q. 

Após a extração foi realizada a diálise utilizando membranas (Spectrum) com 
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capacidade para 12 -14 kDa, as quais foram imersas em água Milli-Q por 48 h em 

agitador, efetuando-se a troca da água a cada três horas. Após a diálise, o volume do 

sobrenadante foi dividido em duas partes, uma foi submetida ao processo de liofilização 

(a fim de medir a produção de EPS) e a outra foi utilizada para as análises colorimétricas 

para a verificação dos teores de proteínas, carboidratos, e ácidos urônicos, seguindo 

protocolo específico para cada uma.  

Para a determinação de proteínas presentes nos EPS microbianos foi empregada a 

metodologia descrita por Bradford (1976). Uma solução de “Brilliant Blue Coomassie” foi 

preparada, a qual foi obtida a partir da dissolução do corante (0,1 g) em etanol 95% (50 

mL) e ácido fosfórico 85% (100 mL), sendo o volume completado para 1000 mL com água 

ultra-purificada. Alíquotas de 18,2 μL de EPS dialisado foram colocadas em microplacas 

de 96 poços juntamente com 182 μL da solução de “Brilliant Blue Coomassie”, seguindo-

se à homogeneização em vórtex por 30 segundos e incubação a 37°C por uma hora. 

Como controle negativo, adicionou-se uma alíquota de 18,2 μL da solução aquosa de 

NaCl (0,15 M) em substituição ao EPS. Albumina de Soro Bovino (BSA, Aldrich 99% de 

pureza) foi diluída em solução aquosa de NaCl (0,15 M), obtendo-se padrões de 

quantificação nas concentrações de 2000, 1500, 1000, 750, 500, 250, 125, 25 e 0 (μg/mL) 

para determinação do teor de proteínas das amostras através de uma curva padrão. 

Tanto as amostras como os controles foram avaliados em triplicata. Os teores de 

proteínas foram avaliados sob o comprimento de onda de 562 nm.   

A metodologia empregada para a determinação de carboidratos foi baseada em 

Dubois et al. (1956), utilizando fenol (solução aquosa 5%) e ácido sulfúrico concentrado 

(95,5%) para promover a digestão de carboidratos e liberação de açúcares, com 

conseqüente formação de cor (alaranjada). Foram adicionadas nas microplacas alíquotas 

de 25 μL dos EPS dialisados juntamente com 12,5 μL de fenol. A mistura foi 

homogeneizada em vórtex por 30 s e foram adicionados 100 μL de ácido sulfúrico 

concentrado (95,5%), seguido de mais 30 s de agitação. Como controle negativo, foi 

utilizada uma mistura de 25 μL de água ultra purificada 12,5 μL da solução de fenol e 100 

μL de ácido sulfúrico. As reações foram realizadas em triplicata e mantidas em repouso 

em temperatura ambiente durante 10 a 20 minutos. O teor de açúcares foi averiguado 

através de análises espectrofotométricas de absorbância no comprimento de onda de 490 

nm, comparando-se com uma curva de valores de absorbância determinados a partir de 
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soluções de glicose nas mesmas concentrações empregadas para análise de proteína. 

Os teores de ácidos urônicos foram determinados empregando-se a metodologia 

proposta por Blumenkratz e Asboe-Hansen (1973), utilizando soluções de meta-hidroxi-

difenila (PA, Aldrich) em 0,5% de NaOH e de tetraborato de sódio (Bórax PA, Aldrich) em 

ácido sulfúrico concentrado. O procedimento também foi realizado em microplacas de 96 

poços com alíquotas de 25 μL do EPS dialisado juntamente com 130 μL de solução de 

tetraborato de sódio. A placa permaneceu em estufa a 100ºC, durante 45 minutos, 

seguindo-se imediatamente a incubação em banho de gelo durante 5 minutos. Foram 

adicionados 2 μL da solução de meta-hidroxi-difenila, seguida de agitação em vórtex, para 

verificação da densidade óptica através de análises espectrofotométricas de absorbância 

a 520 nm. Uma curva padrão foi construída utilizando-se ácido galacturônico, nas 

mesmas concentrações descritas para BSA e glicose a fim de determinar a concentração 

de ácidos urônicos nas amostras. Assim como nas outras análises, água ultra purificada 

foi utilizada em substituição às amostras de EPS, como controle negativo. 

 

2.4. Teste emulsificante 

Após a liofilização dos EPS e a verificação da massa em gramas, procedeu-se à 

solubilização dos mesmos em água Milli-Q na concentração de 0,5%. Os testes de 

emulsificação foram realizados utilizando três fontes diferentes de hidrocarbonetos: 

petróleo, óleo diesel e hexadecano. A metodologia aplicada a esses testes foi de acordo 

com Martinez-Checa et al (2002), segundo a qual 1 mL de hidrocarboneto foi misturado 1 

mL de solução de EPS e levado por um minuto em vórtex para agitação. Surfactantes 

comerciais (Triton X-100 e Tween 80) foram empregados como controles na mesma 

concentração, assim como a célula EPI 300 (controle negativo) e Pseudomonas 

aeruginosa CBMAI 602 (controle positivo). 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 3.1. Triagem para detecção de biossurfactantes nas bibliotecas 

metagenômicas 

 

 Ensaios de triagem para detecção de biossurfactantes 

O teste utilizando a metodologia descrita por Bodour et al. (2003), denominado 

“teste de colapso da gota”, foi realizado com 2.880 clones, resultando em 2.104 positivos 

para a produção de biossurfactantes. Todos os clones considerados positivos foram 

selecionados para testes subsequentes de tensiometria para a confirmação do resultado. 

A Figura 1 ilustra a formação imediata ou não da bolha. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Teste “colapso da gota” utilizado para screening funcional de biossurfactantes.  

 

 Screening por similaridade de sequência 

Como já descrito, para os ensaios de similaridade de sequência por PCR foram 

utilizados três pares de primers. O par sfrA/lic (F) e sfrA/lic (R) está relacionado à síntese 

de surfactina e os outros dois, os pares de primers degenerados rhlR (F)/ rhlR (R) e 

kpd1(F)/ kpd2 (R), estão relacionados à síntese de ramnolipídeos.  

Bolha 
intacta

Colapso 
da  bolha
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Os ensaios de PCR utilizando culturas puras para padronização das condições de 

reação foram bem sucedidos e mostraram sinal positivo de amplificação apenas para 

Bacillus subtilis CBMAI 707 no caso dos primers sfrA/lic (F)/ sfrA/lic (R), e apenas para 

Pseudomonas aeruginosa CBMAI 602 no caso dos pares de primers kpd1/kpd 2 e rhlR 

(F)/ rhlR (R) (Figura 2).  

Os ensaios por PCR com os pools de clones não evidenciaram sinal positivo de 

amplificação para os pares de primers sfrA/lic (F)/ sfrA (R) e rhlR (F)/ rhlR (R), porém para 

o par de primers kpd1(F)/ kpd2 (R), que flanqueia o gene rhIB (ramnosil-transferase), foi 

verificado sinal positivo de amplificação para quatro pools (Figura 3).  

É interessante notar que o fragmento amplificado a partir dos pools de clones 

apresentou tamanho maior, em torno de 300 pb, do que aquele obtido para a linhagem 

usada como controle positivo P. aeruginosa CBMAI 602 (226 pb). Estes genes que 

codificam a produção deste tipo de biossurfactante são geralmente descritos em P. 

aeruginosa (Das et al., 2008; Oschner et al, 1995; Ron & Rosenberg, 2001; Mulligan et al, 

2005), e o tamanho de fragmento observado poderia ser devido à variação de tamanho 

deste gene entre diferentes linhagens de Pseudomonas, ou talvez até mesmo de outras 

espécies de bactérias ainda não encontradas na literatura como portadoras destes genes.  

É importante lembrar que para a biossíntese de ramnolipídeos, são necessárias 

algumas etapas de reações envolvendo alguns genes, onde o gene rhIB (ramnosil-

transferase) é parte de uma das vias de construção desta molécula. O rhIB possui arranjo 

na forma de operon formando um cluster com o gene rhIR, responsável por codificar 

proteínas envolvidas na regulação transcricional através do mecanismo de quorum-sense. 

Este mecanismo regula, em nível da transcrição, a produção de várias moléculas 

relacionadas à virulência dos micro-organismos, como os ramnolipídeos (Chavéz et al., 

2005). 
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(A)                                          (B)                                         (C) 

 

Figura 2. Eletroforese em gel de agarose 1,2% para verificação dos produtos de amplificação na 
fase de padronização. (A) com os primers sfrA/lic (F)/ sfrA (R); (M) Ladder 1 Kb, (1) Pseudomonas 

aeruginosa CBMAI 602; (2) Dietzia sp. CBMAI 705, (3) Bacillus subtillis CBMAI 707; (B) com os 
primers Kpd1 e Kpd 2. (M) Ladder 1 Kb, (1) Pseudomonas aeruginosa CBMAI 602; (2) Bacillus 

subtillis CBMAI 707; (3) Dietzia sp. CBMAI 705; (C) com os primers rhlR (F)/ rhlR (R), (M) Ladder 1 
Kb, (1) Bacillus subtillis CBMAI 707; (2) Pseudomonas aeruginosa CBMAI 602 e (3) Dietzia sp. 
CBMAI 705. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Eletroforese em gel de agarose 1,2% para verificação dos produtos de amplificação. (M) 
Ladder 100 pb, (1); (2); (3) ;(4) bandas positivas utilizando os primers kpd; (5) Pseudomonas 

aeruginosa CBMAI 602.  

 

Para a confirmação e a verificação de quais clones dos pools positivos teriam o 

fragmento do gene de interesse, realizou-se uma segunda reação de PCR utilizando os 

mesmos primers kpd1 e kpd2 com os todos os clones considerados positivos, porém 

desta vez individualmente, ou seja, uma reação de PCR com cada um dos 40 clones. 

Surpreendentemente, não foram obtidos mais os fragmentos amplificados.  

Frente a esta situação, foi decidido realizar a clonagem e seqüenciamento destes 

fragmentos para confirmar a identidade dos mesmos. 

M   1   2   3 M    1   2    3 M    1   2    3 

 M    1     2     3     4     5 
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 A etapa de clonagem foi realizada com dois fragmentos (denominados 8b e 9a) 

referentes aos pools, já que apenas esses se mantiveram após a purificação dos produtos 

de PCR com os primers kpd1 e kpd2. Entretanto, após comparação das sequências 

obtidas (~ 300 bp) com seqüências de linhagens referência presentes nas bases de dados 

Genbank  (http://www.ncbi.nem.nih.gov), foi verificado que o fragmento correspondia a 

uma região de um gene da célula hospedeira E. coli, e não a sequencias parciais de 

ramnolipídios conforme era esperado. Estes resultados confirmaram que não foi 

encontrado nenhum hit positivo nos ensaios de PCR para os primers utilizados. 

 

3.2. Ensaios de tensiometria  

Como descrito anteriormente, os ensaios de tensiometria foram realizados com o 

intuito de confirmar a produção de biossurfactantes pelos clones.  

Um surfactante considerado ideal e eficiente seria aquele com baixa concentração 

micelar crítica e tensão superficial com valores menores que 30 mN/m (Ashby et al., 2008; 

Desai & Banat, 1997). Nas análises realizadas não obtivemos os valores da concentração 

micelar crítica (CMC), apenas os valores da tensão interfacial.   

Quatro testes de tensiometria foram realizados: o primeiro em caldo em LB, o 

segundo, o terceiro e o quarto em meio mineral utilizando hexadecano como fonte de 

carbono. Os testes de tensiometria em caldo LB revelaram resultados entre 44 e 48 

mN/m, os quais foram considerados insatisfatórios quando comparados com resultados 

obtidos para micro-organismos isolados. Deste modo, para os ensaios utilizando-se meio 

mineral e hexadecano como fonte de carbono, foram selecionados os pools de clones que 

apresentaram valores entre 44 mN/m e 45 mN/m (quatro pools) e outros cinco clones que 

apresentaram bom desempenho em testes para degradação de hidrocarbonetos realizado 

em trabalho paralelo (Pós-doc FAPESP da Dra. Suzan Pantaroto de Vasconcellos).  

No segundo ensaio, os clones, em consórcios ou individualmente, foram avaliados a 

cada 7 dias durante 28 dias. No período de 7 dias, pôde ser observada a redução de 

valores de um dos pools de 45 mN/m para 42 mN/m (denominado pool 25) e dentre os 

clones individuais dois apresentaram valores entre 33 e 39 mN/m. Nas avaliações 

posteriores, com 14 e 21 dias, os valores se mantiveram baixos, sugerindo que o 

http://www.ncbi.nem.nih.gov/
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hexadecano pode ter estimulado a produção de biossurfactantes pelos clones.  

Para o terceiro ensaio, foi selecionado o pool (com 20 clones) que apresentou o 

melhor resultado (denominado pool 25) e os vinte clones que foram avaliados 

isoladamente. A partir deste ensaio foram selecionados 9 clones que apresentaram 

valores entre 29 mN/m a 35 mN/m (Tabela 2).  

 

Tabela 2. Valores de tensiometria dos nove clones selecionados ao longo do terceiro ensaio, 
utilizando hexadecano como fonte de carbono medidos a cada 7 dias durante 28 dias de avaliação. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

No quarto ensaio os nove clones foram incubados por apenas 10 dias e não mais 

por 28 dias. Essa estratégia foi adotada com base na observação nos experimentos 

anteriores de que a maior redução de tensão interfacial ocorria no primeiro período (7 

dias). Neste ensaio os valores de tensão dos clones selecionados foram semelhantes aos 

do terceiro ensaio, com médias entre 30 a 35 mN/m. 

Como já mencionado, os biossurfactantes são produzidos durante a fase 

estacionária de crescimento. O melhor período para a produção neste estudo foi durante 

7 a 10 dias de acordo com os resultados observados nos experimentos anteriores.  

O hexadecano é um hidrocarboneto pertencente à classe dos n-alcanos e 

representa um substrato de difícil acesso, uma vez que são moléculas com baixa 

solubilidade em água, apresentando pouca biodisponibilidade. A biodisponibilidade 

CLONE 
PERÍODO 

7 d 14 d 21 d 28 d 

9H 30,9 42,4 37,9 36,6 

10B 30,4 32,4 37,9 35,6 

11B 29,9 44,4 36,8 35,9 

11G 27,7 39,7 43,3 37,4 

11H 31,4 38,0 33,8 36,9 

12A 32,1 36,0 40,7 40,8 

1B 32,8 40,8 44,4 35,9 

1E 32,0 35,5 36,2 44,6 

1F 32,1 38,5 40,2 44,4 

P. aeruginosa 37,3 42,6 39,5 37,8 
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representa um fator limitante crítico para a biodegradação desses compostos, em parte 

devido ao transporte limitado até o interior das células microbianas (Zhang & Miller, 1992). 

No entanto a produção de biossurfactantes capacita as células para solubilizar e utilizar 

esses substratos inacessíveis (Sutherland, 2001) através da formação de vesículas ou 

micelas que se agregam a moléculas de hidrocarbonetos.  

As condições ambientais também sugerem uma degradação melhor do 

hidrocarboneto utilizado. Segundo Leahy e Colwel (1990) altas temperaturas aumentam a 

taxa de degradação dos hidrocarbonetos, principalmente entre 30 e 40ºC, lembrando que 

os ensaios foram conduzidos a 37ºC.   

Muitos estudos mencionam o emprego de hidrocarbonetos como substrato para a 

produção de biossurfactantes com micro-organismos isolados, e dentre os mais descritos 

estão bactérias dos gêneros Pseudomonas e Bacillus, cujos biossurfactantes produzidos 

são eficientes na redução da tensão superficial (Tuleva et al., 2001; Ashby et al., 2008). O 

alcano hexadecano é um composto amplamente utilizado, como pode ser verificado na 

literatura, representando um hidrocarboneto modelo em estudos que mencionam 

biodegradação e biorremediação (Chayabutra & Ju, 2000; Herman et al, 1997). 

 Geralmente, os micro-organismos investigados quanto à produção de 

biossurfactantes são isolados de ambientes contaminados com petróleo, como solo e 

água (Batista et al., 2006; Das & Mukherjee, 2007; Ilori et al., 2008), e também de 

reservatórios de petróleo (Ghojavand et al., 2008; Dastgheib et al., 2008).  

Trabalhos que mencionam a utilização de bibliotecas metagenômicas para estudos 

de diversidade em reservatórios de petróleo já são descritos (Koreblun et al., 2010; Sette 

et al., 2007; Oliveira et al. 2008), assim como trabalhos que mencionam o uso de 

bibliotecas metagenômicas para investigar enzimas em processo de biocatálise, como 

lipases e esterases (Kim et al., 2006; Lee et al., 2004). Porém, não há registro sobre a 

investigação da produção de biossurfactantes através de clones fosmidias de bibliotecas 

metagenômicas, o que torna ainda mais relevante a realização deste trabalho no intuito 

de encontrar novas moléculas. 
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3.3. Caracterização química dos biossurfactantes 

Como já mencionado, a caracterização química dos biossurfactantes foi baseada 

em metodologia descrita por Vasconcellos (2006), Klock et al. (2007) e Thermo Scientific 

(Pierce BCA Protein Assay Kit), seguindo protocolo específico para cada tipo diferente de 

molécula analisada. Para obtenção dos teores de carboidratos, proteínas e ácidos 

urônicos, foi calculada a média dos valores de absorbância em triplicata. Esse valor foi 

multiplicado pelo valor correspondente de absorbância das concentrações padrões, 

gerando os resultados mostrados na Tabela 3.   

Carboidratos, ácidos urônicos, proteínas, ácidos graxos e compostos acetilados 

podem ser constituintes de EPS microbianos, e devido à ampla variação de micro-

organismos produtores, ocorre, conseqüentemente, uma variação de moléculas 

produzidas. Como já mencionado, os biossurfactantes são moléculas anfifílicas que 

possuem uma porção hidrofóbica e outra porção hidrofílica. A parte hidrofóbica é 

geralmente composta por longas cadeias de ácidos graxos, e a parte hidrofílica pode ser 

constituída por carboidratos, aminoácidos, fosfato, ácidos carboxílicos, peptídeos e 

álcoois (Mulligan, 2009; Ron & Rosenberg, 2002).  

 

Tabela 3. Teores de carboidratos, proteínas e ácidos urônicos determinados neste estudo. 

 

Clones  Carboidratos  Proteínas  Ácidos Urônicos  

E. coli EPI 300 18,15 25,51 25,00 

P. aeruginosa 
CBMAI 602 27,70 27,03 25,96 

1B 20,22 26,36 28,32 

1E 18,63 24,82 22,20 

1F 24,84 27,04 29,02 

9H 25,15 27,89 31,46 

10B 25,15 25,51 28,67 

11B 19,74 24,82 29,02 

11G 21,17 32,65 26,57 



 

 

60 

 

Clones  Carboidratos  Proteínas  Ácidos Urônicos  

11H 24,52 27,55 30,06 

12A 25,15 24,65 28,84 

Pool 25 22,92 22,44  24,82 
 

É importante ressaltar que a caracterização realizada neste trabalho apenas indica 

as concentrações dos diferentes compostos presentes nos biossurfactantes produzidos 

pelos clones. Os controles negativo e positivo também foram submetidos às análises 

colorimétricas para fins de comparação. No entanto, em geral os valores não 

apresentaram diferenças significativas entre si.  

Estudos mais aprofundados sobre a estrutura e função desses mesmos 

biossurfactantes poderão ser realizados em trabalhos futuros.  

Ao longo deste trabalho também foi investigada a produção de EPS total por gramas 

de células (Tabela 4). 

Tabela 4. Valores de produção em gramas de EPS por gramas de biomassa (células). 

Clones Produção de EPS (g/g) 

E. coli EPI 300 0,962  

P. aeruginosa CBMAI 602 0,132 

1B  0,04  

1E  0,88  

1F  0,15  

9H  0,55  

10B  1,05  

11B  0,112  

11G  0,686  

11H  0,519  

12A  0,152  

Pool 25  0,042  
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Com base na comparação dos resultados obtidos neste estudo com dados de 

literaturas (Celik et al., 2008; Deziel et al., 1996), foi estabelecido o cutoff de ≥ 0,5 como 

critério para selecionar os melhores produtores, ou seja, clones que apresentaram 

produção de EPS acima desse valor foram considerados bons produtores.  

Pôde-se observar, entretanto, que o valor de produção de EPS do controle 

negativo (célula EPI 300) foi maior que 0,5, indicando alta taxa de produção de EPS. No 

entanto, o mesmo controle não apresentou bons resultados nos testes de tensiometria e 

emulsificação, sugerindo que as células de E. coli EPI 300 podem ter produzido 

metabólitos secundários durante seu crescimento, mas sem capacidade surfactante ou 

emulsificante.  

Por outro lado, a bactéria Pseudomonas aeruginosa CBMAI 602, controle positivo 

para produção de biossurfactante, apresentou índice de 0,132, indicando baixa produção 

de EPS. Nos ensaios de tensiometria, essa mesma linhagem foi capaz de reduzir as 

tensões interfaciais do meio mineral e hexadecano de 45 mN/m para 37 mN/m, um valor 

que é considerado não muito eficiente para substâncias surfactantes, em vista de alguns 

clones que apresentaram valores de redução até 29 mN/m. No teste emulsificante, o 

controle positivo foi capaz de produzir pequenas bolhas na região de interface, sem 

emulsão aparente em relação ao petróleo e hexadecano, mostrando-se mais efetivo na 

emulsificação do óleo diesel. Deste modo, conclui-se que o controle positivo escolhido 

não foi bom produtor de biossurfactantes nas condições estabelecidas em nossos 

experimentos.  

No trabalho de Bodour e colaboradores (2003), estudo no qual nos baseamos para 

selecionar a linhagem usada como controle positivo foi verificada a produção de 

biossurfactantes por micro-organismos provenientes de solos contaminados. Esta 

linhagem de Pseudomonas aeruginosa, estabelecida como controle positivo para 

produção de ramnolipídeos, não foi testada para produção de biossurfactante, mas sim 

como controle positivo em uma técnica de fingerprint denominada REP-PCR. No entanto, 

no presente trabalho, utilizamos esta mesma linhagem também para os testes de triagem 

baseados em similaridade de sequências, e foi confirmado que ela é portadora dos genes 

rhIB, responsáveis pela síntese de ramnolipídeos. 

No caso dos controles, os resultados não foram conclusivos, havendo a 
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necessidade de repetir os experimentos futuramente para a produção do artigo científico. 

Para isto, um novo controle positivo será utilizado, uma linhagem de Dietzia sp. isolada de 

reservatório de petróleo da Bacia de Campos, cuja alta produção de emulsificante já foi 

previamente verificada pela Dra. Suzan Pantaroto de Vasconcellos. 

 

3.4. Teste de emulsificação  

Os EPS dos nove clones, assim como dos controles positivo e negativo, foram 

liofilizados e suspensos em água Milli-Q para subseqüente avaliação quanto à sua 

capacidade emulsificante. Como descrito anteriormente, petróleo, óleo diesel ou 

hexadecano foram utilizados como fontes de hidrocarbonetos.  

Esses três compostos são freqüentemente utilizados em trabalhos de 

biorremediação e degradação, já que representam fontes de contaminações de difícil 

remoção do ambiente.   

Em geral, os clones não foram eficientes na emulsificação dos hidrocarbonetos 

em solução quando comparados aos controles sintéticos, Tween 80 e Triton X-100 

(0,5%), os quais produziram uma emulsão totalmente homogênea. Porém, alguns clones 

apresentaram a formação de discretas emulsões, com pequenas bolhas na região da 

interface entre os hidrocarbonetos e os EPS dos clones avaliados. Para avaliar a 

diferença entre os clones, foi mensurada, com auxílio de uma régua, a formação imediata 

de emulsão (após o término da agitação em vórtex) e após 24 horas, a fim de verificar sua 

estabilidade. A estabilidade das emulsões formadas também caracteriza um bom agente 

emulsificante. Esse fato torna-se de extrema relevância quando se trata de processos de 

biorremediação (Calvo et al., 2009). È importante salientar que os resultados a seguir são 

demonstrados após 24 horas da formação da emulsão. 

Em relação ao tipo de hidrocarboneto utilizado, também ocorreu variação nos 

resultados, como por exemplo, clones que emulsificaram óleo diesel, não apresentaram a 

mesma reação frente ao hexadecano ou petróleo (clones 10B e 11B). Por outro lado, dos 

nove clones testados, apenas o clone 12A demonstrou eficiência em emulsificar as três 

fontes de hidrocarbonetos.  

Como já explicado, o aspecto da emulsão formada pelos EPS provenientes dos 
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clones foi muito diferente daquelas emulsões formadas pelos surfactantes sintéticos, ou 

seja, foi possível a visualização apenas de pequenas bolhas na região de interface e um 

aumento na fase superior dos sistemas hidrocarboneto/ água + EPS. Os controles 

negativo e positivo também não apresentaram resultados significativos. A E. coli EPI 300 

não apresentou emulsificação e a linhagem de Pseudomonas aeruginosa CBMAI 602 não 

apresentou resultados melhores de emulsificação em comparação aos clones. 

A variação de resposta emulsificante frente a diferentes compostos é esperada, 

já que a estrutura e função dos EPS estão intimamente relacionadas com a composição 

de cada tipo de biossurfactante, e as diferenças entre eles também influenciam os 

processos de degradação e emulsificação de hidrocarbonetos. De acordo com Zhang e 

Miller (1995), a estrutura e composição do biossurfactante podem afetar as taxas de 

degradação de hidrocarbonetos. Neste trabalho, os pesquisadores citam um exemplo de 

degradação de alcanos utilizando diferentes tipos de soforolipídeos. Foi observado que o 

soforolipídeo na forma lactônica não foi capaz de degradar o hidrocarboneto, ao passo 

que o outro tipo, ligado a moléculas de ácidos, foi eficiente na degradação de alcano.  

Neste trabalho, optamos por realizar a extração dos EPS através de diálises com 

membranas, e a partir daí utilizar o composto purificado para testar sua capacidade 

emulsificante. No entanto, existem trabalhos que mencionam a utilização do sobrenadante 

contendo esses metabólitos diretamente sobre os hidrocarbonetos, sem a etapa da diálise 

e liofilização (Chen et al., 2007 ). 

Em relação ao petróleo, não foi observada a formação de emulsões, somente 

uma pequena mudança, mensurada em milímetros, na fase superior com os clones 10B e 

12A (Figura 4). Como descrito na literatura, o petróleo é um hidrocarboneto viscoso e 

mais difícil de ser solubilizado, o que poderia explicar os resultados insatisfatórios de 

emulsificação obtidos.  
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Figura 4. Teste de emulsificação utilizando petróleo. Painel A: Clone 10B e controles surfactantes 
sintéticos Tween 80 e Triton x100 (da esquerda para a direita), após 24 horas. Painel B: Controle 
positivo P. aeruginosa CBMAI 602. 

 

Quanto ao teste utilizando hexadecano, para alguns clones foi observada a 

formação de pequenas bolhas na interface entre os EPS e o hexadecano, principalmente 

com o clone 12A e o pool 25. (Figura 5). Testes de emulsificação utilizando hexadecano 

são amplamente descritos na literatura (Navon-Venezia et al., 1995; Cirigliano & Carman,  

1984; Noordman et al., 2002 ).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Teste de emulsificação utilizando hexadecano. Painel A: Pool 25, Triton X-100 e E. coli 

EPI 300 (da esquerda para a direita), após 24 horas.  Painel B: controle positivo P. aeruginosa 

CBMAI 602. 

 

No teste utilizando óleo diesel como hidrocarboneto, os clones também 

apresentaram a formação de pequenas emulsões e bolhas na interface, porém os clones 

11B (Figura 6) e 12A apresentaram um pequeno aumento em milímetros no tamanho da 

fase superior. O óleo diesel é também uma fonte de hidrocarboneto utilizada em estudos 

A B 

A B 
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de degradação e biorremediação (Gallego et al., 2001; Kosaric, 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Teste de emulsificação utilizando óleo diesel. Painel A: E. coli EPI 300, usada como 

controle negativo, clone 11B, Triton X100 e Tween 80 (da esquerda para a direita), após 24 horas. 

Painel B: controle positivo P. aeruginosa CBMAI 602. 

 

Como já relatado, as moléculas de biossurfactantes e bioemulsificantes diferem–se 

entre si. Os biossurfactantes que têm capacidade de emulsificar substâncias podem não 

apresentar as mesmas características daqueles que alteram características em interfaces. 

Bioemulsificantes, geralmente moléculas de maior peso molecular, podem ser produzidos 

também durante o crescimento microbiano, no entanto não afetam a tensão superficial e 

interfacial do meio. Esses bioemulsificantes poliméricos são freqüentemente produzidos 

juntamente com biossurfactantes e seus efeitos podem ser combinados para alterar 

significativamente a solubilidade de compostos hidrofóbicos em água (Falatko & Novak, 

1992). Neste trabalho, isso pôde ser observado ocorrendo em alguns clones, como 10B e 

11B, que apresentaram bons resultados nos ensaios de tensiometria, com valores de 

redução entre 34 e 30 mN/m, e no teste emulsificante. No entanto, os clones 1F e 9H 

reduziram a tensão interfacial, porém não demonstraram eficiência no teste emulsificante.  

 

4. CONCLUSÕES  

A análise dos resultados obtidos no presente estudo permite concluir que: 

 Os enriquecimentos microbianos foram eficientes e possibilitaram recuperação de 

A B 
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DNA viável para construção das bibliotecas; 

 As análises de diversidade dos enriquecimentos demonstraram um maior número 

de gênero encontrados nos enriquecimentos anaeróbios com 5 filos, e um menor 

número nos aeróbios com 2 filos; 

 A diversidade encontrada nos enriquecimentos pode não compreender a 

diversidade total presente na amostra já que apenas 90 clones de cada 

enriquecimento foram avaliados; 

 Os primers utilizados não foram eficientes na detecção de genes por não haver 

nenhum clone relacionado com os gêneros Pseudomonas sp. e Bacillus sp.; 

 O teste de triagem funcional “colapso da gota” foi eficiente na seleção preliminar 

de clones produtores de biossurfactantes;  

 Os ensaios de tensiometria utilizando meio mineral e hexadecano possibilitaram a 

seleção de clones que produziram surfactantes; 

 Os clones selecionados apresentaram bons resultados na redução de tensão 

interfacial do meio contendo hidrocarboneto; 

 Os biossurfactantes avaliados neste trabalho podem representar compostos ainda 

não descritos na literatura.  
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5. CONCLUSÕES GERAIS  

O presente trabalho relata um estudo pioneiro em relação à prospecção de genes 

produtores de biossurfactantes provenientes de reservatórios de petróleo, utilizando uma 

abordagem metagenômica.  

Os resultados obtidos ao longo do desenvolvimento deste trabalho foram 

satisfatórios em relação à proposta inicial do projeto. Os protocolos utilizados durante a 

primeira etapa, que envolveram a realização dos enriquecimentos microbianos aeróbios e 

anaeróbios, a extração de DNA, assim como a construção das bibliotecas de médio peso, 

foram desenvolvidos e otimizados. Foi possível melhorar a recuperação de biomassa 

microbiana a partir dos enriquecimentos com a utilização de matrizes (folhelhos, 

provenientes de reservatórios) como suporte físico e a obtenção de DNA de qualidade, 

passível de ser clonado no vetor fosmídeo, gerando uma biblioteca de DNA misto (aeróbio 

juntamente com anaeróbio) com 31.000 clones. Clones fosmidiais provenientes das 

bibliotecas de DNA misto foram submetidos a vários testes empregando diferentes 

metodologias, onde foi possível concluir que alguns deles puderam expressar atividade 

surfactante ou emulsificante. No entanto, em relação aos ensaios por similaridade de 

sequência, não foram detectados hits positivos com os primers selecionados. Isto pode 

ser explicado pelo fato de que apenas três pares de primers foram utilizados nas reações 

de PCR, os quais são homólogos a genes que sabidamente ocorrem em Bacillus e 

Pseudomonas, já que trabalhos que descrevem primers para a detecção de 

biossurfactantes são escassos. Quando trabalhamos com amostras ambientais contendo 

comunidades microbianas complexas, como é o caso do presente trabalho, a diversidade 

encontrada é muito alta e geralmente estão presentes muitas espécies ainda não 

descritas. Consequentemente, os genes que elas carregam também são desconhecidos 

na possibilidade de codificar novas moléculas de grande interesse biotecnológico. No 

Capítulo 1 é descrito a realização da análise da diversidade dos enriquecimentos. Foram 

encontrados em torno de sete gêneros distintos de bactérias e levando em consideração 

que Bacillus e Pseudomonas não estão dentre eles, sugere-se que os polímeros 

investigados neste trabalho são moléculas ainda não descritas. Ainda no Capítulo 1, 

ensaios envolvendo degradação de hidrocarbonetos também estão sendo realizados em 

paralelo com os clones de DNA misto desta biblioteca, ampliando a prospecção por novas 

moléculas, genes ou vias metabólicas envolvidos em processos de biorremediação e 
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biodegradação. 

Este trabalho apresenta grande relevância científica e tecnológica, pois relata a 

detecção da produção de biossurfactantes provenientes de um ambiente considerado 

extremo, através de uma abordagem inovadora que nos possibilita a investigação de 

micro-organismos não ainda não cultivados, e com grande potencial de aplicação em 

processos biotecnológicos.  
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