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Evaluation of the bacteria potential for degrading petroleum 
derivatives and producing biosurfactants
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RESUMO

O presente trabalho descreve os resultados da avaliação de duas cepas de bactérias isoladas a partir de um e� uente 
contaminado com óleo, para degradar derivados de petróleo e produzir biossurfactantes, preliminarmente identi� cadas 
como Acinetobacter spp. e Bacillus spp. A capacidade biodegradativa foi avaliada cultivando-as em meio mineral mínimo 
contendo glicerol, gasolina, querosene ou diesel como única fonte de carbono e energia. As duas bactérias degradaram o 
glicerol, a gasolina, o querosene e o diesel, e produziram biossurfactantes. De maneira geral as bactérias mostraram  
melhor e pior desempenhos na presença de glicerol e diesel, respectivamente. Bacillus spp. praticamente não cresceram 
e não produziram biossurfactantes quando cultivados em meio com diesel, sobrevivendo, contudo, na forma de esporos. 
A suplementação dessa cultura com extrato de levedura 0,04% promoveu crescimento e produção de biossurfactantes, 
atingindo um percentual de 95% de emulsi� cação. As bactérias mostraram-se susceptíveis ao calor, sendo destruídas sob 
uma temperatura de 46 ºC, em 1 mg/L de hopoclorito de sódio e pH abaixo de 5.0, mas resistiram a 5% de NaCl, uma 
característica desejável para utilização dessas cepas em situações de biorremediação de ambientes marinhos contaminados 
com óleo.

Palavras-chaves: bactérias, Acinetobacter spp., Bacillus spp., degradação de petróleo, produção de biossurfactantes.

ABSTRACT

The present research work describes the evaluation of the potential by two bacteria strains isolated from the oil polluted 
ef� uent, for degrading petroleum derivatives and producing biosurfactants, preliminarily identi� ed as Acinetobacter spp. 
and Bacillus spp. Their biodegradation potential was assessed by their being cultivated in mineral broth containing 
glycerol, gasoline, kerosene or diesel as the only source of carbon and energy. Both bacteria degraded glycerol, gasoline, 
kerosene and diesel and produced biosurfactants. In general, the bacteria showed better and worse performances under 
the presence of glycerol and diesel, respectively. Bacillus spp., as a rule, did not grow and did not produce biosurfactant 
when cultivated in medium with diesel, surviving, however, under the spore form. The supplementation of that culture 
with 0.04 % of yeast extract, however, stimulated growth and production of biosurfactants production, reaching 95% of 
emulsi� cation.  Those bacteria were shown to be susceptible to heat, being destroyed at a 46ºC temperature, at 1 mg/L of 
sodium hypochloride and pH below 5.0. On the other hand, they resisted to 5% NaCl, a desirable characteristic for use 
in marine bioremediation programs.   

Key words: bacteria, Acinetobacter spp., Bacillus spp., oil degradation, biosurfactant production.
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INTRODUÇÃO
 
 As atividades de prospecção e re� namento de 

petróleo envolvem alguns riscos ao ambiente e, não 
raro, têm ocorrido estragos provocados por derra-
mamento de óleo em todo o mundo.  Quando ocor-
rem derramamentos de petróleo nos oceanos forma-
se uma camada impermeável que leva anos para ser 
eliminada e impede a oxigenação da água, matando 
a fauna e a � ora marinhas, e alterando o ecossistema. 
O petróleo é constituído principalmente de hidrocar-
bonetos e minoritariamente por compostos heteroa-
tômicos. Os hidrocarbonetos podem ser classi� cados 
de acordo com a relação carbono/hidrogênio de sua 
estrutura molecular em saturados (ou parafínicos ou 
alcanos), aromáticos e insaturados (Barathi & Vasu-
devan., 2001). Estima-se que seja despejado anual-
mente nos oceanos cerca de um milhão de tonela-
das de óleo apenas devido a vazamentos de poços, 
terminais portuários e limpeza dos tanques dos 
petroleiros. 

Os microorganismos estão associados com o 
petróleo na sua formação, na recuperação de po-
ços de perfuração, na sua decomposição e utiliza-
ção (Tortora et al., 2000). Atualmente, as soluções 
mais utilizadas para resolver problemas de derra-
mamento de petróleo são a utilização de substân-
cias químicas sintéticas ou redes de contenção de 
óleo, mas estas, além da baixa e� ciência, são de 
alto custo. Uma alternativa atraente é a biorreme-
diação, que consiste na utilização de bactérias (ou 
de seus produtos) capazes de degradar o petróleo 
e/ou seus derivados com o auxílio de surfactantes, 
moléculas formadas por uma região hidrofílica e 
outra hidrofóbica, que agem reduzindo a tensão 
super� cial e permitindo o uso de compostos imis-
cíveis em água pelas bactérias. Os biossurfactantes 
apresentam algumas vantagens sobre os surfac-
tantes sintéticos destacando-se melhor atividade 
super� cial, tolerância à temperatura, tolerância à 
força iônica, atividade emulsi� cante e biodegrada-
bilidade (Nitschke & Pastore, 2002). 

O Ceará vem-se destacando como um im-
portante pólo petroquímico e essa atividade tem 
estimulado pesquisas em vários setores do conhe-
cimento. Todavia, trabalhos sobre a biodiversida-
de microbiana nativa com potencial para degradar 
o petróleo ou seus resíduos são ainda insipientes. 
Nesse contexto, pretende-se contribuir para o re-
gistro de espécies microbianas nativas capazes de 
degradar petróleo e/ou produzir biossurfactantes, 
e avaliar suas potencialidades visando à seleção de 
espécies com potencial para serem utilizadas em 
atividades de biorremediação.   

MATERIAIS E MÉTODOS
              
As bactérias usadas neste trabalho foram iso-

ladas a partir da água de descarga contaminada com 
óleo, de um navio petroleiro, na costa cearense. 
Amostras da água (pura e diluída em solução de 
NaCl 0,15 M) foram inoculadas em Caldo Nutritivo 
e incubadas à temperatura ambiente, por 48 horas. 
Após o crescimento, as culturas foram semeadas em 
placas de Agar Nutritivo para isolamento das colô-
nias. As colônias que apresentaram características 
diferentes foram, então, semeadas de culturas puras, 
cujos isolados foram armazenados em Agar Nutri-
tivo, em camada alta, sob óleo mineral, a 4 °C. Após 
alguns testes preliminares de biodegradação, as ce-
pas 03 e 04 foram selecionadas para realização des-
te trabalho e foram cultivadas por 48 h a 37 ºC para 
obtenção de colônias isoladas. A densidade das cul-
turas foi medida em espectrofotômetro a 600 nm. Si-
multaneamente, procedeu-se à contagem de células 
viáveis dessas culturas pela técnica de spread plate, 
segundo APHA (1985), com os resultados expressos 
em unidades formadoras de colônia por ml (UFC/
ml). Os inóculos das cepas 03 e 04 foram ajustados 
com Caldo Nutritivo esterilizado para uma densi-
dade de 107 a 108 UFC/ml, correspondendo a uma 
absorbância de aproximadamente 0,1 a 600 nm. 

O potencial das cepas 03 e 04 para degradar 
derivados do petróleo e produzir biossurfactantes 
foi avaliado cultivando-as em meio mineral míni-
mo contendo um hidrocarboneto como única fonte 
de carbono e energia, conforme Sar & Rosenberg 
(1983). Este meio foi esterilizado em autoclave a 121º 
C, por 15 min e, após resfriamento, foi adicionada 
uma solução de micronutrientes na proporção de 
0,1% (v/v). Ao meio pronto foi adicionado, assep-
ticamente, gasolina, glicerol, querosene ou diesel, 
para uma concentração � nal de 2% (v/v). As cepas 
foram inoculadas para uma concentração inicial de 
aproximadamente 105 a 106 UFC/ml. Nos tempos de 
inoculação 0, 6h, 24h, 48h, 72h, 96h e 168 h foram 
retiradas alíquotas das culturas para avaliação da 
biomassa, feita através de medidas de absorbância 
a 600 nm e contagens de células viáveis e ativida-
de emulsi�  cante. Para veri� car a reprodutibilidade 
dos testes de biodegradação, foram feitos ensaios em 
Erlenmeyers de 50 ml contendo 10 ml de meio mi-
neral com glicerol, querosene, gasolina ou diesel, a 
2% (v/v). 

A capacidade das cepas para produzir bios-
surfactantes foi avaliada através da emulsi� cação 
do querosene, de acordo com a metodologia de Iq-
bal et al. (1995), cujo percentual (E24) foi calculado 
dividindo-se a altura da camada emulsi� cada (mm) 
pela altura da camada total de líquido (mm), mul-
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tiplicando-se por 100. Para facilitar a visualização das 
camadas foram acrescentados 200 μl de uma solução a 
0,05% do corante Rosa Bengala, antes da agitação. Para 
extração dos biossurfactantes, essas culturas foram cen-
trifugadas a 15.000 g, por 15 min, a 4°C para obtenção 
dos sobrenadantes das duas culturas, misturados com 
hexana na proporção de duas partes de sobrenadante 
para uma parte de solvente, e deixada em repouso por 
24 h. Após esse tempo, a fase superior contendo o bios-
surfactante foi recuperada, lavada com água destilada, 
sob centrifugação a 15.000 g, por cinco minutos, a 4 ºC 
e, em seguida, lio� lizada (Barathi & Vasudevan, 2001). 
Os biossurfactantes lio� lizados produzidos pelas cepas 
03 e 04, a partir do cultivo em presença de glicerol, fo-
ram analisados por espectroscopia infravermelha, atra-
vés da técnica de disco prensado de KBr. A detecção 
de proteínas e as determinações de carboidratos foram 
feitas segundo as metodologias descritas por Bradford 
(1976) e Dubois et al. (1956). 

Pesquisa de oxidase: a pesquisa da enzima ci-
tocromo oxidase foi feita seguindo as recomendações 
do fabricante do sistema Bactident oxidase (Merck, 
Darmstadt, Alemanha). Os testes foram feitos com 
culturas de 24 h, crescidas em placas de Agar Nu-
tritivo. No caso de germes citocromo oxidase (+), a 
zona de reação apresenta uma coloração azul-viole-
ta. Como controles foram usadas bactérias oxidase 
positiva e negativa (Menezes e Silva, 1999). 

Pesquisa de catalase: a prova da catalase foi 
feita emulsionando-se uma colônia de bactéria em 
uma gota de solução de NaCl 0,15 M, em uma lâmi-
na de microscopia. Sobre essa suspensão adicionou-
se uma gota de água oxigenada a 10 %. A formação 
imediata de bolhas de O2 foi tomada como indicativo 
de prova positiva. Foram utilizadas bactérias catala-
se positiva e negativa como controles (Moura, 1986).

 Teste de indol, sulfeto de hidrogênio (H2S) e 
motilidade: esse teste determina a habilidade de um 
microrganismo formar indol a partir do aminoácido 
triptofano. O microrganismo testado foi inoculado 
por picada central no meio SIM (Merck, Darmstadt, 
Alemanha). Após incubação, adicionou-se o reativo 
de Kovac’s comercial. Um teste positivo é caracteri-
zado pela formação de um anel vermelho intenso na 
superfície do meio, e teste negativo, formação de um 
anel amarelo (Menezes e Silva, 1999).  O teste do sul-
feto de hidrogênio foi feito semeando-se o cultivo, 
por picada central no meio SIM, em camada alta. Os 
tubos foram incubados a 37º C, por 24 h, e o apareci-
mento de uma coloração negra foi indicativo de teste 
positivo (Menezes e Silva, op. cit.).  O teste de moti-
lidade foi feito por inóculo das bactérias, por picada 
central e única, em meio SIM. O meio foi incubado a 
37 ºC, por 18-24 h. Um teste positivo apresenta cres-
cimento difuso (além da linha de inoculação).

 Prova de citrato: essa prova determina se um 
microrganismo é capaz de utilizar o citrato como 
única fonte de carbono. O cultivo puro foi semeado 
por estria central e na superfície do meio. O meio 
foi incubado a 37 ºC, por 24 h, e a positividade da 
prova foi dada a partir do crescimento, com mu-
dança da cor do meio para azul intenso (Menezes 
e Silva, 1999). 

Teste de oxidação e fermentação: este teste 
foi realizado em meio de Hugh and Leifson, pH 7,1. 
Uma solução de glucose foi adicionada para uma 
concentração � nal de 1% no meio. O meio foi distri-
buído em tubos até uma altura de aproximadamen-
te 5 cm da superfície, incubados em estufa por 24 h 
a 37 °C. A interpretação do teste é feita a partir da 
coloração dos meios. Culturas de metabolismo oxi-
dativo e fermentativo foram usadas como controles. 
Após a caracterização bioquímica, as cepas 03 e 04 
foram submetidas às seguintes provas � siológicas: 
temperatura, pH, pressão osmótica e suscetibilidade 
ao cloro, realizadas seguindo a metodologia descrita 
por Machado, 2002.     

Temperatura: colônias de 24 h dos isolados 03 
e 04 foram inoculadas em Caldo Nutritivo e incuba-
das em banho de água, termostaticamente regulado 
a temperaturas de 37, 40, 42, 44, 46 e 47 ºC, por 24 h. 
A con� rmação de crescimento foi feita observando-
se a turvação do meio. 

pH: o efeito do pH foi avaliado em Caldo 
Nutritivo previamente ajustado nos pH 4,0; 5,0; 7,0 
(controle); 9,0 e 11,0. Uma colônia da bactéria foi ino-
culada em 5 ml do meio. Os tubos foram incubados 
em estufa a 37 ºC, por 24 horas, para observação da 
turvação. Os ensaios foram feitos em triplicata.

Pressão osmótica: O efeito da pressão osmó-
tica sobre o crescimento das bactérias foi testado 
cultivando-as em Caldo Nutritivo acrescido de NaCl 
nas seguintes concentrações: 0,85% (controle), 3,5 %; 
5,0 %; 7,0 % e 10,0 %. Uma colônia da bactéria cres-
cida, foi inoculada em 5 ml do meio. Os tubos foram, 
então, incubados a 37 ºC, por 24 h, para observação 
do crescimento, através da turvação.  

Suscetibilidade ao cloro: foram preparadas 
soluções de hipoclorito de sódio, em água destilada 
estéril, nas concentrações 0,1, 1,0 e 10,0 mg/L. Uma 
colônia da bactéria, foi inoculada nos tubos conten-
do as soluções de hipoclorito de sódio e, após 10, 20 
e 30 min, foram feitos subcultivos, semeando-se uma 
alçada da suspensão em meio de Agar Nutritivo em 
placas de Petri, incubadas a 37 ºC, por 24 h, para ob-
servação do crescimento. Cada concentração de hi-
poclorito de sódio foi testada em triplicata e, como 
controles, as cepas 03 e 04 foram tratados da mesma 
forma em meio sem hipoclorito de sódio.  
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RESULTADOS
 
Este trabalho apresenta os resultados da bio-

degradação de derivados do petróleo por duas cepas 
de bactérias isoladas a partir de água de descarga 
contaminada com óleo, de um navio petroleiro, na 
costa cearense. 

Como se observa na Figura 1, a curva de cres-
cimento da cepa 03, em meio mineral contendo glice-
rol como única fonte de carbono, elaborada a partir 
das medidas de absorbância e contagens de células 
viáveis, por um período de 96 h., mostra uma fase 
de latência de aproximadamente 6 h. A partir daí, a 
bactéria entrou em fase exponencial de crescimento, 
atingindo o máximo de produção de biomassa viável 
com 48 h, seguida da fase de declínio. 

As medidas de absorbância, re� etindo uma 
estimativa da população total, aumentaram progres-
sivamente até o � nal da fase exponencial, permane-
cendo constantes até o � nal do experimento. A cepa 
04 também foi capaz de degradar o glicerol e, como 
para a cepa 03, até 6 horas de cultivo não se observou 
aumento signi� cativo do número de células, com o 
pico de crescimento acontecendo com 48 h (Figura 2). 
Estas cepas degradaram o glicerol com o auxílio de 
biossurfactantes, como constatado inicialmente pela 
presença excessiva de espuma nas culturas (Figura 
3). Através de ensaios da atividade emulsi� cante de-
tectou-se a presença de biossurfactantes com 24 h de 
cultivo, sendo o pico de produção atingido com 48 h 
(E24 = 50%), para ambas as culturas, observando-se 
um declínio com 72 h (Figura 4). O glicerol, a gaso-
lina e o querosene, fo ram metabolizados mais cedo, 
com uma atividade emulsi� cante signi� cativa a par-
tir de 24 h (E24 30 a 46%). Inicialmente, a cepa 03 não 
se mostrou tão e� ciente para produzir biossurfac-

tante na presença de diesel, como revelado pelo baixo 
percentual de emulsi� cação, E24 10%. Entretanto, 
observou-se um pico de produção do emulsi� cante 
com 48 h, para todos os substratos, observando-se 
uma tendência para a manutenção ou diminuição 
desta atividade com 168 h (Figura 5). 
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Figura 1 – Curva de crescimento da cepa 03 na presença de gli-
cerol a 2 % (v/v).   

Figura 2 – Curva de crescimento da cepa 04 na presença de gli-
cerol a 2% (v/v). 

Figura 3 – Aspecto da cultura da cepa 03, produzindo biossurfac-
tante em meio mineral com glicerol a 2% (v/v). 

Figura 4 – Emulsi� -
cação de querosene 
pelos bios surfactantes 
produzidos pelas ce-
pas 03 e 04.
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O desempenho da cepa 04 frente aos quatro 
derivados do petróleo testados, � gura 7, mostra uma 
semelhança com a cepa 03: com 24 h, foi detectada 
atividade emulsi� cante na presença de gasolina, que-
rosene e glicerol. Com 48 h, ocorreu um aumento da 
emulsi� cação na presença de glicerol, enquanto para 
gasolina e querosene observou-se uma diminuição 
do E24. Com 168 h, observou-se uma tendência para 
diminuição do E24 para todos os hidrocarbonetos 
testados (Figura 6). 

Nas primeiras 24 h de cultivo da cepa 04 com 
diesel, houve um aumento no número de células vi-
áveis, de 0,5 x105 ufc/ml para 2 x 105 ufc/ml. Esse 
número permaneceu constante até 48 h, caindo dras-
ticamente para 0,02 x 10 5 ufc/ml com 72 h. As me-
didas concomitantes do E24 foram negativas. Além 
disso, a produção de esporos foi con� rmada através 
da observação de lâminas coradas (Figura 7). 

Na tentativa de reverter o estado � siológico 
das células esporuladas, adicionou-se, asseptica-
mente, à cultura uma solução 0,04% de extrato de 
levedura, continuando-se o monitoramento a partir 
daí. Após 24 h, já se detectou um aumento signi� ca-
tivo no número de células viáveis (3 x 105 ufc/ml), 
sendo, também, detectada atividade emulsi� cante 
(E24 75%). Com 48 h registrou-se um aumento na 
densidade celular e uma excelente atividade emul-
si� cante, com um E24 95 %, nas condições atuais da 
cultura, ou seja, suplementada com extrato de leve-
dura. Esse percentual de emulsi� cação manteve-se 
constante até 66 h de cultivo (Figura 8). 

Os biossurfactantes produzidos pelas cepas 
03 e 04 foram extraídos, ao � nal do cultivo na pre-
sença de glicerol, e analisados por espectroscopia 
infravermelha. Os espectros dos biossurfactantes 
produzidos pelas duas cepas (Figuras 9 e 10) reve-
laram a presença de grupos funcionais característi-
cos das classes dos lipossacarídios e polipeptídios0, 
para os biossurfactantes produzidos pelas cepas 03 e 
04, respectivamente (Tabela I). Essas análises foram 

Figura 5 – Biodegradação de glicerol, gasolina, querosene e diesel, 
na concentração de  2% (v/v), pela cepa 03. 

Figura 6 – Biodegradação de glicerol, gasolina, querosene e diesel, 
na concentração de 2 % (v/v), pela cepa 04. 

Figura 7 – Cepa 04 – bacilo Gram-positivo. Setas destacando 
células esporuladas.

Figura 8 – Biodegradação de diesel pela cepa 04 em meio mineral en-
riquecido com extrato de levedura 0,04 % após 72 h de cultivo.  
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valiosas e irão auxiliar na identi� cação de� nitiva da 
estrutura química dessas substâncias. 

Figura 9 – Espectro infravermelho do biossurfactante produzido 
pela bactéria 03 cultivada em presença de glicerol, no intervalo 
de 4000 a 650 cm-1.

Figura 10 – Espectro infravermelho do biossurfactante produzido 
pela bactéria 04 cultivada em presença de glicerol no intervalo de 
1000 a 650 cm-1.

Figura 11 – Concentração de carboidratos nos sobrenadantes 
obtidos a partir do cultivo da cepa 03 em meio mineral contendo 
glicerol, gasolina, querosene ou diesel, 2% (v/v). 

Tabela I – Modos vibracionais de grupamentos químicos dos 
biossurfactantes produzidos pelas cepas 03, 04.  

Atributos Cepa 03 Cepa 04

NI 1123
NI 1153 1160
C-O est1. 1067 1060
C-O est. Éster 1242 1248
NI 1290
NI 1310 1315
CH3 est. sim2. 1385 1385
NI 1426
NI 1403
NI

CH3  est. assim3. 1452 1457
CN est.  NH dob4. 1540 1550
NI 1620
NI 1638
C=O est. amida 1650
C=O est. ester 1736 1736

CH2 est. sim. 2855 2858
CH3 est. sim. 2875 2878
CH2 est. assim. 2925 2927
CH3 est. assim. 2959 2961
NI 3240
NI 3080
NI 3300

OH ou NH 3415 3415
OH ou NH 3473 3473
OH ou NH 3544 3550
1est.=estiramento  
2est. sim= estiramento simétrico 
3 est. assim.= estiramento assimétrico
4 dob. = dobramento

A pesquisa de carboidratos nos sobrenadantes 
das culturas 03 e 04 revelou a presença de açúcares 
redutores em concentração bastante signi� cativa no 
sobrenadante da cultura com glicerol (Figura 11), 
reforçando os resultados de espectroscopia infraver-
melha, que sugerem uma estrutura lipossacarídica 
para esse biossurfactante. 

Na Figura 12 é mostrada a produção de car-
boidratos pela cepa 04, detectando-se uma maior 
concentração de açúcares redutores para o sobrena-
dante obtido a partir da cultura com glicerol. Toda-
via, percebe-se claramente que a cepa 03 produziu 
aproximadamente três vezes mais carboidratos do 
que a cepa 04. De maneira geral, detectou-se proteí-
na nos sobrenadantes obtidos a partir das culturas 03 
e 04, cultivadas em meio mineral contendo glicerol, 
gasolina, querosene ou diesel. Novamente, eram os 
sobrenadantes provenientes das culturas com glice-
rol que continham, comparativamente, mais proteí-
nas (Figuras 13 e 14). 

Os resultados da análise de proteínas no so-
brenadante proveniente do cultivo da cepa 04, em 

glicerol, reforçam os dados de infravermelho, que 
sugerem uma natureza polipeptídica para esse bios-
surfactante. Várias espécies de Bacillus produzem 
bios surfactantes lipopeptídicos, com destaque para a 
surfactina, composto de uma cauda de ácidos graxos 
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e uma cabeça peptídica, estrutura típica das molécu-
las an� páticas que apresentam propriedades emulsi-
� cantes (Neu et al., 1990; Kim et al., 1997). 

Comparando-se as características morfológi-
cas, culturais, bioquímicas e � siológicas da cepa 03 
com essas mesmas características de cepas de Aci-
netobacter calcoaceticus, já patenteadas e produtoras 
de biossurfactantes (Tabela II), observa-se várias 
semelhanças. Analisando o conjunto das caracterís-
ticas morfológicas e culturais é possível a� rmar que 
a cepa 03 apresenta características idênticas à cepa 
217. Embora a maioria das características culturais 
da cepa RAG-1 não esteja disponível, o padrão inco-
lor de suas colônias a distingue da cepa 03, que pro-
duz colônias de cor creme. De forma semelhante, a 
cepa 03 difere da cepa ER-96 com relação à forma da 
célula, cocobacilo e cocóide, respectivamente. Ana-
lisando os per� s bioquímicos das cepas 03, 217, ER-
96 e RAG-1 (Tabela II), veri� ca-se novamente uma 
marcada semelhança entre as cepas 03 e 217. Com 
exceção do resultado negativo da cepa 03 para o teste 
de H2S, as duas cepas mostram resultados idênticos 
para as outras provas bioquímicas. 

Comparando-se os parâmetros bioquímicos, 
é possível constatar que a bactéria A. calcoaceticus 
apresenta linhagens bioquímicas diferentes, que, 
provavelmente, evoluíram a partir de variações ge-
néticas adaptativas. As cepas 03 e 217 também se as-
semelham em algumas características � siológicas, já 
que ambas praticamente crescem na mesma faixa de 
pH e suportam até 5% de NaCl. Com relação à tem-
peratura, a cepa 03 é mais resistente, já que cresce 
até 46 ºC, enquanto a cepa 217 só cresce até 37 ºC. 
A cepa RAG-1 se diferencia das cepas 03 e 217 por 
crescer em até 10% de NaCl. Ao contrário da cepa 03, 
algumas características da cepa 04 já permitem a sua 
inclusão no gênero Bacillus, destacando-se o fato de 
ser um bacilo Gram-positivo, produtor de esporos e 
anaeróbico facultativo (Tabela III).

Figura 12 – Concentração de carboidratos nos sobrenadantes 
obtidos a partir do cultivo da cepa 04 em meio mineral contendo 
glicerol, gasolina, querosene ou diesel, 2% (v/v).  

Figura 13 – Concentração de proteínas solúveis nos sobrenadantes 
obtidos a partir do cultivo da cepa 03 em meio mineral contendo 
glicerol, gasolina, querosene ou diesel, 2% (v/v). 
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Figura 14 – Concentração de proteínas solúveis nos sobrenadantes 
obtidos a partir do cultivo da cepa 04 em meio mineral contendo 
glicerol, gasolina, querosene ou diesel, 2% (v/v). 
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Figura 15 – Aparência 
das colônias das cepas 
03 e 04 em meio de Agar 
Nutritivo.
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Características Cepa 03 2171 ER-962 RAG-13

Morfológicas

Forma Cocobacilo Cocobacilo Cocóide em fase estacionária Cocobacilo

Arranjo Sem arranjo Sem arranjo Sem arranjo Sem arranjo

Esporos Não Não Não Não 

Gram Negativa Negativa Negativa Negativa

Motilidade Imóvel Imóvel Imóvel Imóvel

Culturais

Tamanho da colônia 2-3 mm -* - -

Forma Circular Circular circular -

Elevação Convexa Convexa Convexa -

Bordos Inteiro Inteiro Inteiro -

Super� cie Lisa Lisa Lisa -

Cromogênese Creme Creme Incolor incolor

Bioquímicas

Oxidase Negativo Negativo Negativo Positiva

Catalase Positivo Positivo Positivo -

O/F Fermentativo Fermentativo Oxidativa -

Citrato Positivo Positivo Positivo -

H2S Negativo Positivo - -

Indol Positivo Positivo Negativo -

Fisiológicas 

Temperatura 25-46 ºC 20-37 °C - 26-40 ºC

pH 5-9 6-9,6 - 7-10,0

Concentração de NaCl 
suportada 5% < 5% - 10%

Concentração máxima de 
cloro suportada 1 mg/L, 10 min - - -

1  A. calcoaceticus 217 (European Patent Of� ce  0 401 700 A2).
2  A. calcoaceticus ER-96 (European Patent Of� ce 0 924 221 A2).  
3 A. calcoaceticus RAG-1(ATCC 31012).
* não disponível.

Tabela 2 – Características morfológicas, culturais, bioquímicas e � siológicas das cepas 03 e de cepas patenteadas de 
Acinetobacter calcoaceticus, produtoras de biossurfactantes.



13Arq. Ciên. Mar, Fortaleza, 2007, 40 (1): 5 - 15 

DISCUSSÃO
 
A cepa 03 em meio mineral contendo glicerol, 

tinha uma cultura com densidade inicial de cerca de 
105 UFC/ml. Como essa densidade encontrava-se na 
ordem de 109 UFC/ml ao � nal da fase exponencial, 
conclui-se que a bactéria degradou o glicerol, já que 
era única fonte de carbono no meio. Tendo em vista 
que, ao � nal da fase exponencial, a densidade celu-
lar da cultura  04 era da ordem de 107 UFC/ml, � ca 
claro que essa cepa foi menos e� ciente em degradar 
o glicerol do que a cepa 03, nas mesmas condições. 
Várias bactérias, incluindo espécies de Pseudomonas, 
Acinetobacter e Bacillus, são capazes de degradar vá-
rios derivados do petróleo, com signi� cativa produ-
ção de biossurfactantes, também a partir de 24 h de 
cultivo, (Marin et al., 1995; Kim et al., 1997; Barathi & 
Vasudevan, 2001; Morán et al., 2002).

Comparando-se o percentual de emulsi� cação 
(50%) do querosene pelas cepas 03 e 04, com o per-
centual emulsi� cante (50-60%) desse mesmo subs-

Características Cepa 04

Morfológicas

Forma Bacilo
Arranjo Sem arranjo

Esporos Sim

Gram Positiva

Motilidade Móvel
Culturais

Tamanho da colônia 10 mm

Forma Irregular

Elevação Plana

Bordos Irregular

Super� cie Lisa

Cromogênese Branca

Bioquímicas

Oxidase Positivo

Catalase Positivo

O/F Fermentativo

Citrato Negativo

H2S Negativo

Indol Negativo

Fisiológicas 

Temperatura máxima suportada 46 ºC
Crescimento neste faixa de pH 5-9
Concentração máxima de NaCl suportada 5%

Concentração máxima de cloro suportada 1 mg/L, 30 min

Tabela 3 – Características morfológicas, culturais, bioquímicas e � siológicas da cepa 04.

trato pela Acinetobacter calcoaceticus, uma bactéria 
reconhecidamente produtora de biossurfactante (Sar 
& Rosenberg, 1983; Bicca et al., 1999), veri� ca-se que 
essas cepas nativas apresentam um bom desempe-
nho para esta atividade, com grandes perspectivas 
de utilização industrial. Embora, atualmente, os sur-
factantes sintéticos ainda sejam os mais utilizados 
na indústria de petróleo, o biossurfactante Emulsan, 
produzido pela cepa de  Acinetobacter RAG-1, já é 
utilizado industrialmente na limpeza de tanques de 
armazenamento de óleo (http://eqs.nrl.navy.mil/
demval.html).

A con� rmação de que a cepa 03 degradou os 
hidrocarbonetos glicerol, gasolina, querosene e die-
sel pode ser inferida a partir dos resultados de sua 
atividade emulsi� cante. Geralmente, as bactérias de-
gradadoras de petróleo produzem maior quantida-
de de biossurfactantes ao � nal da fase exponencial, 
quando há maior produção de células, sugerindo a 
existência de correlação entre biomassa celular e pro-
dução de emulsi� cante (Sar & Rosenberg, 1983; Kim 
et al., 1997). A diminuição da atividade emulsi� can-
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te, observada com 168 h poderia ser explicada pelo 
consumo dos biossurfactantes produzidos. Conside-
rando que muitos desses compostos são proteínas, 
carboidratos, lipídios ou misturas desses compostos, 
é possível especular que em uma situação de estres-
se, a bactéria recorra a esta fonte de matéria orgânica 
para sua sobrevivência. Uma outra explicação plau-
sível seria a neutralização da atividade emulsi� cante 
como conseqüência de reações químicas entre meta-
bólitos gerados em um sistema fechado. 

Segundo os resultados obtidos, pode-se a� r-
mar que a cepa 04 não degradou o diesel e, se o fez, 
não foi com o auxilio de emulsi� cantes. Quando os 
biossurfactantes são extracelulares causam emulsi� -
cação do hidrocarboneto, ou seja, estão envolvidos 
nos processos de adesão celular, emulsi� cação e dis-
persão. Quando estão associados à parede celular 
facilitam a penetração dos hidrocarbonetos no inte-
rior da célula. Esses últimos fazem a degradação do 
hidrocarboneto intracelularmente (Cirigliano & Car-
man, 1984; Fiechter, 1992). 

O comportamento da cepa 04 na presença de 
diesel pode ser entendido através do pelo fato de que 
esta é um bacilo Gram-positivo, produtor de esporo, 
de modo que a ausência de atividade emulsi� cante 
frente ao diesel poderia ser explicada pela esporula-
ção da bactéria, que não realiza atividade metabóli-
ca, mas também não está morta (Tortora et al., 2000). 
O comportamento da cepa 04, na presença de diesel, 
reforça a necessidade da padronização das condi-
ções de cultivo em estudos de biodegradação, como 
já reportado por outros autores. Por exemplo, várias 
bactérias degradadoras de petróleo apresentam exi-
gências nutricionais para esta atividade bioquímica. 
Provavelmente, a suplementação com extrato de 
levedura, uma fonte de vitaminas do complexo B, 
forneça algum cofator necessário para atividade de 
enzimas associadas a biodegradação de hidrocar-
bonetos. Além do estrato de levedura, também, são 
utilizados glucose, sacarose ou até mesmo, extratos 
vegetais para enriquecimento do meio mineral. 

As bactérias degradadoras de petróleo de-
monstram maior facilidade para degradar n-alcanos 
lineares, seguido de alcanos rami� cados e, por � m, 
compostos aromáticos de alta massa molecular, que 
são de difícil degradação (Atlas & Bartha, 1992). Os 
resultados deste trabalho mostraram que as cepas 03 
e 04 metabolizaram mais facilmente o glicerol, um hi-
drocarboneto de três átomos de carbono, pois ocorre 
uma relação entre o tamanho da cadeia do hidrocar-
boneto e a di� culdade de biodegradação. Tem sido 
reportado que a composição heterogênea de diferen-
tes óleos brutos e re� nados in� uencia sua biodegra-
dabilidade (Leahy & Colwell, 1990). Finalmente, os 
diferentes organismos podem metabolizar somente 

um número limitado de substratos hidrocarbonetos 
(Marin et al., 1996). Com base nas características cul-
turais, bioquímicas e � siológicas, e com o auxílio de 
chaves analíticas do Bergey (Krieg & Holt, 1984), as 
cepas 03 e 04 foram preliminarmente identi� cadas 
como Acinetobacter spp. e Bacillus spp.
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