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RESUMO 
A biorremediação utiliza substâncias emulsificadoras, surfactantes, para mitigar 
contaminações ambientais. Nesse estudo, foi realizado o isolamento de 27 micro-
organismos a partir de amostras de solo próximas a postos de combustíveis e 
desses, foi selecionando através de atividade hemolítica um isolado, Bacillus sp. 
BRUFG 18, como produtor de biossurfactantes. Para a caracterização da produção 
de bioemulsificantes, amostras de meio mínimo acrescido de glucose ou óleo diesel 
foram coletadas por sete dias e o pH, índice de emulsificação, crescimento 
microbiano e consumo de glucose foram monitorados. No sétimo dia, o pH variou 
pouco, entre 7,83 a 8,00, e ocorreu um melhor crescimento de Bacillus sp. BRUFG 
18 em meio contendo óleo diesel. Os índices de emulsificação variaram entre 72 e 
75%. Os resultados evidenciam a potencialidade de se produzir biossurfactantes 
comercialmente com uma pequena variação de pH e utilizando uma fonte de 
carbono abundante e de baixo custo, como a glucose, a partir de um isolado 
bacteriano. 
PALAVRAS-CHAVE: Bacillus, biorremediação, biossurfactantes, glucose, índice de 
emulsificação, óleo diesel. 
 

PRODUCTION OF BIOSURFACTANTS BY Bacillus sp. IN MINIMAL MEDIUM 
CONTAINING GLUCOSE 

 
ABSTRACT 

Bioremediation uses emulsifying substances, surfactants, to mitigate environmental 
contaminations. On this study, it was carried out the isolation of 27 microorganisms 
from soil samples near gas stations and from these, it was selected through 
hemolytic activity one strain, Bacillus sp. BRUFG 18, as a biosurfactant producer. To 
the characterization of the production of bioemulsifiers, samples containing minimum 
media supplied with glucose or diesel fuel, were collected in 7 days and pH, 
emulsification index, microbial growth and glucose consumption were measured. On 
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the seventh day, pH varied somewhat, between 7,83 to 8,00, and occurred a better 
growth of the Bacillus sp. BRUFG 18 in media supplied with diesel fuel. The 
emulsification index varied between 72 and 75%. Our results show the potentiality to 
produce biosurfactants commercially with a slight variation of pH and using a plentiful 
and with a lower cost carbon source, as glucose, from a bacterial isolate. 
KEYWORDS: bioremediation, biosurfactants, Bacillus, diesel fuel, glucose, 
emulsification index. 
 

INTRODUÇÃO 
A poluição gerada pelo derramamento de petróleo em oceanos, áreas 

litorâneas e solos promove grandes prejuízos ambientais, sociais e econômicos. 
Estima-se que apenas na China, entre 1973 a 2011, ocorreram 3.000 acidentes com 
derramamento de petróleo em ambiente marinho (ASSADI & TABATABAEE, 2010; 
EL-SHESHTAWY et al., 2014; DONGDONG et al., 2015). Desta maneira, a 
biorremediação destaca-se como uma importante ferramenta de redução dessas 
perdas, devido a sua competência em mitigar processos de poluição ambiental 
envolvendo compostos fósseis e seus derivados (SOUSA et al., 2014).  

Biorremediação caracteriza-se pela utilização ex situ ou in situ de 
organismos ou metabólitos produzidos por estes com a finalidade de atenuar, 
diminuir ou extinguir contaminações ambientais (ANDRADE et al., 2010). O processo 
de remoção de óleos e produtos oleosos do meio ambiente necessita de substâncias 
que possuem a capacidade de emulsificarem estes materiais além de produzir 
estabilidade ao emulsificado formado. Estas substâncias são os surfactantes. Entre 
os surfactantes, aqueles de origem microbiana (biossurfactantes), possuem grande 
interesse em relação aos surfactantes sintéticos pois possuem baixa toxicidade, alta 
biodegradação, melhor compatibilidade com o meio ambiente, alta seletividade e 
especificidade em extremos de pH, temperatura e salinidade, e capacidade de 
serem sintetizados a partir de compostos renováveis (VAZ et al., 2012; JOSHI et al., 
2013a; SACHDEV; CAMEOTRA, 2013; BHARALI et al., 2014)  

Biossurfactantes são moléculas anfifílicas produzidas por várias espécies de 
fungos, leveduras e bactérias, sendo BUSHNELL & HAAS, em 1941, os primeiros a 
demonstrarem a produção de biossurfactantes por isolados de Corynebacterium 
simplex e Pseudomonas sp. em meio mineral suplementado com querosene, óleo 
mineral ou parafina (BANAT 1995a e b; DAS et al., 1998; GUDINA et al., 2010; 
HENKEL et al., 2012; SACHDEV & CAMEOTRA, 2013; SOUSA et al., 2014).  

O biocomposto pode estar ligado às estruturas de compartimentalização da 
célula microbiana ou ser excretado. Do ponto de vista fisiológico os biossurfactantes 
possuem a função de facilitar o transporte de nutrientes através da membrana 
plasmática microbiana e auxiliar a interação entre o micro-organismo e o ambiente 
circundante (ASSADI & TABATABAEE, 2010; MULLER et al., 2012). De acordo com 
suas características físico-químicas, os biossurfactantes podem ser divididos em 
categorias distintas: glicolipídios, lipopeptídeos, lípidos neutros, fosfolípidos, ácidos 
graxos, dentre outros (ASSADI & TABATABAEE, 2010; SACHDEV & CAMEOTRA, 
2013). Como exemplo, linhagens de Bacillus spp. possuem capacidade de produzir 
dois eficientes biossurfactantes pertencentes ao grupo dos lipopeptídios, o surfactin 
e o lichenysin (JOSHI et al., 2013b). 

Na indústria petrolífera, os biossurfactantes possuem, quando comparados 
aos surfactantes sintéticos, as vantagens de serem mais seletivos e eficientes 
perante diferentes tipos de óleos e condições de extração dos reservatórios e 
possuírem a capacidade de reutilização por meio de regeneração (PEREIRA et al., 
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2013a; SACHDEV & CAMEOTRA, 2013). Além destas vantagens, o composto de 
natureza biológica pode ser utilizado com uma mínima purificação, ou seja, os micro-
organismos podem ser utilizados in situ, sem provocar danos ao meio ambiente 
(GUDINA et al., 2013; JOSHI et al., 2013b). 

A produção de biossurfactantes é mais onerosa que seu similar sintético 
devido a diferentes fatores que influenciam diretamente a manufatura do composto 
de interesse, como as condições durante a fermentação, as fontes de nitrogênio e 
carbono presentes no meio de cultura e a cepa microbiana utilizada (JOSHI et al., 
2013a; BHARALI et al., 2014). O sucesso da produção comercial de 
biossurfactantes, portanto, depende da otimização de produção, utilizando 
substratos de baixo custo tais como coprodutos industriais (glicerol) e fontes 
lignocelulósicas e da seleção de novas linhagens microbianas melhor produtoras 
(HENKEL et al., 2012; SOUSA et al., 2012; VAZ et al., 2012; PEREIRA et al., 2013a; 
PEREIRA et al., 2013b; AL-WAHAIBI et al., 2014). Neste contexto esse trabalho teve 
como objetivo o isolamento e seleção de nova cepa de Bacillus sp. produtora de 
biossurfactantes e a avaliação da produção de surfactante em meio de cultura 
mineral suplementado com óleo diesel e/ou glucose como fontes únicas de carbono. 
 

MATERIAL E MÉTODOS 
 
Coleta e processamento das amostras  

Seis amostras de solos próximas às bombas de óleo diesel foram coletadas 
(profundidade de 0-10 cm) em três diferentes postos de combustíveis no município 
de Goiânia, Goiás. As amostras individuais de cada posto de combustível foram 
reunidas (aproximadamente 30 g) constituindo um único “pool” para o isolamento de 
micro-organismos. As amostras foram processadas no Laboratório de Microbiologia 
Ambiental e Biotecnologia (LAMAB) do Instituto de Patologia Tropical e Saúde 
Pública da Universidade Federal de Goiás (IPTSP/UFG). 
 
Isolamento e identificação dos micro-organismos 

Para o isolamento de micro-organismos que utilizam de óleo diesel como 
fonte única de carbono, foi utilizada a metodologia de enriquecimento seletivo. Uma 
sub amostra (5,0 g) foi transferida para um Erlenmeyer com capacidade de 500 mL 
contendo 100 mL de meio mineral. Este meio consistiu de (g/L): NaCl 5,0 g, K2HPO4 
1,0 g, NH4H2PO4 1,0 g, (NH4)SO4 1,0 g, MgSO4.7H2O 0,2 g e KNO3 3,0 g, pH 7,0. 
(CUNHA & LEITE, 2000). O meio foi suplementado com 1,0% (v/v) de Óleo Diesel 
Petrobrás®, não aditivado, como fonte única de carbono. Os frascos foram incubados 
a 30°C, sob agitação ( shaker) a 180 rpm. A cada três dias, alíquotas 
correspondentes a 1,0% (v/v do meio mineral) foram retiradas e transferidas para 
meio mineral contendo óleo diesel, recém-preparado, e incubadas sob as mesmas 
condições anteriormente descritas. Após 12 dias de incubação, 1.0 mL das alíquotas 
foram retiradas, diluídas em solução salina esterilizada a 0,85%, até a diluição de 10-

7. Alíquotas de 100 µL de cada diluição foram inoculadas em placas de Petri 
contendo ágar nutriente, com o auxílio da alça de Drigalsky e incubadas à 30°C por 
14 dias até o desenvolvimento de colônias (VECHIOLLI et al., 1990; CUNHA & 
LEITE, 2000).  

As colônias desenvolvidas foram isoladas e purificadas utilizando a técnica 
de esgotamento em ágar nutriente. Este procedimento foi repetido até a obtenção de 
colônias puras, confirmadas por coloração de Gram. Os isolados obtidos foram 
inoculados em caldo BHI e incubados por 24-48 horas a 30°C. Os micro-organismos 
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foram mantidos em glicerol a 40% em freezer a –20°C  para a sua preservação. As 
amostras também foram caracterizadas com testes bioquímicos com o uso do painel 
BBLTM CrystalTM Gram-positive (GP) Identification (ID) System (BD®), composto de 
29 reações. 

 
 
Seleção dos micro-organismos produtores de biossurf actantes em meio de 
cultura sem hidrocarbonetos 

Para a seleção de micro-organismos produtores de biossurfactantes foi 
utilizada a metodologia descrita por MULLIGAN et al., (1984). Células bacterianas 
isoladas foram crescidas em tubos de cultura contendo 5,0 mL de caldo BHI a 30°C 
por 48 horas. Após este período, os isolados foram inoculados em placas de Petri 
contendo ágar sangue de carneiro a 5,0% com o auxílio de uma multialça, e 
incubadas novamente a 30°C por dois dias. A presenç a de um halo de hemólise ao 
redor das colônias bacterianas testadas sugere a capacidade microbiana de 
produção de biossurfactante. A confirmação da síntese de biossurfactante foi 
realizada pela determinação da produção em meio mineral contendo glucose ou óleo 
diesel. 
 
Produção de biossurfactantes em meio mineral conten do glucose ou óleo 
diesel 

Visando a confirmação da produção de biossurfactante e o estudo das 
condições de produção, duas condições foram comparadas. Na primeira foi utilizado 
o meio de cultura mineral anteriormente descrito (CUNHA & LEITE, 2000), acrescido 
de 1,0% (m/v) de glucose e a outra condição o mesmo meio mineral acrescido de 
1,0% (v/v) de Óleo Diesel Petrobrás® não aditivado. Uma suspensão de células do 
micro-organismo selecionado quanto à formação de hemólise em ágar sangue de 
carneiro a 5,0% foi utilizada como inóculo. A suspensão microbiana foi obtida 
previamente cultivando-se o isolado em 150 mL de caldo BHI, em frasco tipo 
Erlenmeyer, com capacidade de 500 mL. Os frascos foram incubados em shaker a 
30°C, por 48 horas a 180 rpm. Esta suspensão de cél ulas foi inoculada, na 
proporção de 15% (v/v) em frascos tipo Erlenmeyer com capacidade de 500 mL, 
contendo meio mineral. Os frascos foram divididos em três grupos: no primeiro foi 
adicionado a glucose como fonte de carbono (concentração final de 1,0% m/v), no 
segundo Óleo Diesel Petrobrás® não aditivado como fonte de carbono (concentração 
final de 1,0% v/v) e no terceiro, somente água esterilizada (branco). O volume final 
de cada frasco foi de 150 mL. Os frascos foram incubados sob agitação a 30°C, 
durante sete dias a 180 rpm. Os experimentos foram realizados com três repetições. 
Alíquotas de 6,0mL de cada grupo foram coletadas em intervalos de 24 horas. As 
alíquotas foram divididas em dois tubos de vidro previamente limpos e estéreis, 
sendo que um tubo continha 5,0 mL e o outro tubo continha 1,0 mL. Os tubos 
contendo 5,0 mL foram centrifugados à 10.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante 
obtido de cada amostra foi utilizado para a determinação dos seguintes parâmetros: 
índice de emulsificação (E5 e E24), pH e quantificação de glucose. A curva de 
crescimento microbiano foi determinada com as alíquotas de 1,0 mL. 
 
Índice de Emulsificação (E5 e E24) 

Para a determinação do índice de emulsificação toda a vidraria utilizada foi 
lavada previamente com Extran® neutro, enxaguado três vezes com água quente e 
três vezes com água deionizada para a eliminação de quaisquer resíduos que 
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pudessem interferir na análise. Das amostras coletadas nos intervalos de 24 horas 
(5,0 mL), 2,0 mL do sobrenadante foram utilizados para a determinação do Índice de 
Emulsificação. O ensaio consistiu na mistura destes 2,0 mL com 2,0 mL de Óleo 
Diesel Petrobrás® não aditivado. A mistura foi homogeneizada por dois minutos em 
vórtex e após este período, os tubos foram deixados em repouso por cinco minutos 
(E5). A altura da camada emulsificada (mm) e a altura total da coluna líquida (mm) 
foram então determinadas e o índice de emulsificação calculado segundo a fórmula: 
 

IE = Altura da camada emulsificada X 100 
Altura total da camada líquida 

 
Para a determinação do E24, as medidas foram repetidas após 24 horas e o 

índice calculado pela mesma fórmula. O índice E24 representa a estabilidade da 
emulsificação produzida pelo biossurfactante após 24 horas (SNEHA et al., 2012). 
 
Determinação da curva de crescimento microbiano  

A curva de crescimento do isolado produtor de biossurfactante foi 
determinada espectrofotometricamente. As alíquotas de 1,0 mL previamente 
selecionadas foram transferidas para cubetas de quartzo e a absorbância 
determinada em espectrofotômetro (Pharmacia 2000) com o cumprimento de onda 
600 nm. Após a leitura, as amostras pertencentes a cada grupo (diesel, glucose e 
branco) foram diluídas até 10-7 utilizando solução salina esterilizada (0,85%). Para 
cada diluição, 10 µL foi inoculado (em triplicata), sob a forma de microgotas, em 
placas de Petri contendo ágar nutriente. Após 24 horas de incubação à 30°C, as 
colônias presentes foram contadas e o resultado expresso em UFC/mL (ROMEIRO, 
1989). A correlação entre os valores obtidos de turbidez (absorbância) e número de 
células viáveis permitiu a construção do gráfico de crescimento microbiano. 
 
Quantificação de glucose  

A glucose foi quantificada enzimaticamente pelo método da glucose-oxidase 
(Kit Gold Analisa-Diagnóstica) segundo protocolo do fabricante. 
 
Identificação do isolado  

Os isolados obtidos foram caracterizados quanto ao aspecto morfológico das 
colônias e a sua afinidade aos corantes de Gram, sendo para identificação, 
utilizados testes bioquímicos. 
 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
Isolamento e identificação dos micro-organismos 

Foram obtidas 27 colônias de bactérias com capacidade de se 
desenvolverem em meio mineral contendo 1,0% de Óleo Diesel como fonte única de 
carbono. As bactérias foram caracterizadas pelo aspecto morfológico das colônias e 
pela afinidade aos corantes de Gram e com testes bioquímicos. 
 
Seleção de micro-organismos produtores de biossurfa ctantes  

Dos isolados testados, somente o isolado BRUFG 18 apresentou atividade 
hemolítica, após inoculação em ágar sangue de carneiro a 5,0% e incubação a 30°C 
por 24 horas. Esse micro-organismo foi caracterizado como bastonete gram-positivo 
não esporulado, sendo identificado como Bacillus sp. e denominado de Bacillus sp. 
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BRUFG 18. AL-BAHRY et al. (2013) efetuaram o isolamento de 72 bactérias 
formadoras de esporos de amostras de garagens e poços de petróleo na área de Al-
Bahja em Omã, com a seleção de 16 isolados para análise da síntese de 
biossurfactante em nove diferentes meios de produção. Todos esses isolados foram 
identificados com base no sequenciamento da porção 16S do DNA ribossômico 
como pertencentes ao gênero Bacillus, 15 como B. licheniformes e 1 como B. 
subtilis. 
 
Determinação do Índice de Emulsificação (E5 e E24)  

Na Tabela 1 observa-se os resultados de E5 e E24 para o isolado Bacillus 
sp. BRUFG18 quando cultivado em meio mineral suplementado com 1,0% de 
Glucose ou Óleo Diesel Petrobrás® não aditivado, respectivamente. Os IE são 
semelhantes quanto à porcentagem de emulsificação para o meio de cultivo 
contendo Glucose e Óleo Diesel Petrobrás® não aditivado. O IE nas duas condições 
de crescimento atingiu uma fase estacionária de produção com dois dias de 
crescimento (E24 de 37,5% e 49,0% para Glucose e Óleo Diesel Petrobrás® não 
aditivado, respectivamente) e um pico máximo com sete dias (E24 de 75,15% e 
72,65% para Glucose e Óleo Diesel Petrobrás® não aditivado, respectivamente). 
Não foi verificada a presença da camada emulsificada no controle negativo (branco). 
 
TABELA 1 Índice de emulsificação do Bacillus sp. BRUFG 18 em meio mineral, 

durante sete dias de crescimento à 30ºC, 180 rpm, com 1,0% Glucose e 
com 1,0% de Óleo Diesel Petrobrás ® não aditivado. 

Glucose 
_________________________ 

Óleo Diesel 
_________________________ 

 
Dias  

E5 E24 E5 E24 
0 5.31 5.17 7.86 7.33 
1 26.40 26.76 28.56 28.04 
2 37.45 37.34 49.03 49.04 
4 42.69 43.16 39.84 39.83 
5 45.55 43.17 36.30 38.50 
6 35.40 42.05 52.76 52.76 
7 75.15 75.15 72.65 72.75 

 
Determinação da curva de crescimento microbiano 

A curva de crescimento do Bacillus sp. BRUFG 18 em meio de cultura 
mineral suplementado com 1,0 % de glucose ou Óleo Diesel Petrobrás® não 
aditivado pode ser observado na Figura 1. O isolado foi inoculado com uma 
concentração inicial de 1,6 x 105 UFC/mL para glucose, Óleo Diesel Petrobrás® não 
aditivado e branco. Observou-se que em ambas as fontes de carbono a fase de 
crescimento exponencial foi atingida em 48 horas. A população microbiana final 
após sete dias de crescimento foi de 3,5 x 107 e 3,8 x 1010 UFC/mL para glucose e 
Óleo Diesel Petrobrás® não aditivado, respectivamente. A diferença na população 
microbiana após os sete dias de crescimento entre os meios acrescidos de glucose 
e de Óleo Diesel Petrobrás®, pode ser explicada pela complexidade química das 
fontes de carbono. O óleo diesel é uma mistura de hidrocarbonetos saturados e/ou 
aromáticos longos, podendo ter de nove a 30 átomos de carbono e a glucose é um 
monossacarídeo de seis átomos de carbono. As diferenças energéticas entre as 
fontes de carbono, permitiram uma população microbiana final mais abundante. 
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Não ocorreu crescimento microbiano no frasco do branco (resultados não 
mostrados). Os resultados evidenciam um melhor crescimento de Bacillus sp. 
BRUFG 18 em meio mineral contendo 1,0% de Óleo Diesel Petrobrás® não aditivado 
como fonte única de carbono. 

 
 

 
 

FIGURA 1 Curva de crescimento de Bacillus sp BRUFG 18 Em meio mineral 
pH 7,0, a 30ºC, 180 rpm. ◊ - Diesel Petrobrás®

 não aditivado, ( - 

Glucose. 
 
Determinação do pH 

O pH inicial de ambos meios de cultivo foi de 7,0. Após sete dias, o pH final 
foi de 7,83 e 8,00 para os meios suplementados com glucose e óleo diesel, 
respectivamente, não ocorrendo variação de pH no branco. A pouca variação de 
pH durante os sete dias de coleta de amostras, sugere uma capacidade 
tamponante do meio mínimo. A relativa estabilidade de pH é essencial para a 
viabilidade da purificação desse biossurfactante em níveis industriais (FREITAS et al., 
2009).  
 
Quantificação de glucose  

Observou-se um consumo de glucose até o sétimo dia de crescimento (Fig. 
2). Após este período não foi detectada a presença da mesma no meio de cultivo. 
No meio de cultivo suplementado com Óleo Diesel Petrobrás® não aditivado não foi 
detectada a presença deste carboidrato durante o período analisado. GOUVEIA et 
al., (2003) determinando a produção de biossurfactante por bactérias isoladas de 
poços de petróleo observaram que a produção não estava associada ao crescimento 
tendo em vista que a concentração máxima fora obtida durante a fase estacionária 
de crescimento. Analisando os resultados demonstrados nos gráficos do Índice de 
Emulsificação (E5 e E24) (Tabela 1) e da curva de crescimento (Figura 2), observa-
se que a produção do biossurfactante em meio contendo glucose e óleo diesel como 
fonte única de carbono ocorrem na fase exponencial de crescimento, sugerindo uma 
produção constitutiva. 
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FIGURA 2 Consumo de glucose em meio mínimo 

suplementado com o monossacarídeo. 
 

CONCLUSÃO 
Os biossurfactantes possuem aplicação limitada, mesmo com inúmeros 

estudos, como esse, comprovando o elevado potencial e as vantagens ambientais 
frente aos surfactantes químicos. Estas limitações estão relacionadas principalmente 
com o alto custo na produção e purificação dessas substâncias (BANAT et al., 
2010). A investigação do perfil químico estrutural da biomolécula por técnicas de 
maior complexidade, como a de cromatografia, é o principal objetivo futuro para 
complementação desse estudo. A identificação em nível de espécie do Bacillus sp. 
BRUFG 18 também se faz necessária para estudos posteriores de otimização da 
síntese de biossurfactantes. Os resultados obtidos corroboram com a literatura em 
relação à produção de biossurfactantes por Bacillus spp., sendo os micro-
organismos desse gênero promissores para aplicações ambientais de 
biossurfactantes, como a biorremediação de hidrocarbonetos pesados. Os 
resultados também evidenciaram a possibilidade de se produzir biossurfactantes a 
partir de fontes de carbono abundantes e de baixo custo, como a glucose, podendo 
assim diminuir os custos de síntese de biossurfactantes e torná-los comercialmente 
viáveis. A pequena variação do pH no final dos sete dias de coleta de amostras 
representa mais um fator para a utilização comercial desse isolado de Bacillus para 
a produção de biossurfactante viáveis para aplicação. 
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