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RESUMO 

 

O crescimento desordenado populacional e o aumento de atividades industriais e agrícolas são 

responsáveis por impactos ambientais de grandes proporções, como a contaminação da água e do 

solo por metais pesados. Esses resíduos minerais quando manuseados inadequadamente trazem 

amplo risco à saúde humana e aos demais seres vivos, pois possuem propriedades em reatividade 

e são bioacumuladores. Essas indicações reveem a emergente busca de tecnologias para reduzir 

os impactos ambientais ocasionados por acidentes e descarte inadequado residuais, assim, 

métodos biodegradáveis são uma alternativa viáveis para esse emblema como a biorremediação, 

que é uma tecnologia que utiliza o metabolismo de microrganismos para a eliminação, 

transformação ou a redução de poluentes à níveis de concentração aceitáveis. Micro-organismos 

potencialmente biorremediadores são capazes de crescer e proliferar em áreas hostis com altas 

concentrações de metais e podem produzir metabólicos secundários, como os biossurfactantes, 

que apresentam propriedades emulsificantes, dispersantes e solubilizantes, podendo ocasionar a 

utilização de substratos hidrofóbicos e a mobilização do contaminante. Os biossurfactantes 

possuem vantagens especiais comparando-as com surfactantes químicos, como a 

biodegradabilidade, compatibilidade ambiental e baixa toxidade, demonstrando grande potencial 

para a biorremediação de áreas impactadas com metais pesados. Dessa forma, este trabalho teve 

como objetivo avaliar a influência de metais pesados no crescimento e na produção de surfactante 

da linhagem Pseudomonas fluorescens Slim15.  

 

Palavras-chave: Bactéria; Biorremediação; Biossurfactante; Pseudomonas fluorescens 
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ABSTRACT 

 

The disorderly population growth and the increase in industrial activities and agricultural 

activities are responsible for large-scale environmental impacts, such as contamination of water 

and soil by heavy metals. These mineral residues, when handled improperly, pose a great risk to 

human health and to other living beings, because they have properties in reactivity, and are 

bioaccumulators. These indications reviews the emerging search for technologies to reduce 

environmental impacts caused by accidents and inappropriate waste disposal, thus, biodegradable 

methods are a viable alternative to this emblem such as bioremediation, which is a technology 

that uses the metabolism of microorganisms for the disposal, transformation or reduction of 

pollutants at acceptable concentration levels. Potentially bioremediation microorganisms are able 

to grow and proliferate in hostile areas with high concentrations of metals, and may produce 

secondary metabolites, such as biosurfactants, such as biosurfactants, which have emulsifying, 

dispersing and solubilizing properties, which may lead to the use of hydrophobic substrates and 

the mobilization of the contaminant. Biosurfactants have special advantages compared to 

chemical surfactants, such as biodegradability, environmental compatibility and low toxicity, 

demonstrating great potential for bioremediation of impacted areas with heavy metals. In this 

sense, this work had as objective to evaluate the influence of heavy metals on the growth and the 

production of surfactant of the lineage Pseudomonas fluorescens Slim15. 

 

Keywords: Bacterium; Bioremediation; Biosurfactant; Pseudomonas fluorescens 
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CAPÍTULO I – APRESENTAÇÃO 

 

1 INTRODUÇÃO 

1.1 Contaminantes ambientais 

A poluição do meio-ambiente, devido as ações antrópicas, é um dos fatores ativos na 

degradação da biosfera (SILVA et al., 2010). O crescimento da industrialização é um dos 

elementos que incorporam a degradação de recursos naturais (DECESARO et al., 2013). A 

contribuição do homem na contaminação do ecossistema pode originar por diversas fontes, 

através de atividades industriais, como descarte inadequado de efluentes contaminados; 

atividades mineradoras no despejo de rejeitos minerais de forma incorreta, dispersão de cinzas de 

processos de incineração; aterros sanitários, efluentes domésticos e atividades agrícolas com o 

uso de fertilizantes e agroquímicos (ARAÚJO; PINTO FILHO, 2010; MALDONADO; 

WENDLING, 2009).  

Atividades agrícolas são potencialmente poluidoras devido ao despejo de grandes 

quantidades de substâncias poluentes no solo, produtos denominados azotados e fosfatados em 

forma de adubos, estrumes ou lamas residuais de fertilizantes e pesticidas (RIBEIRO, 2013).   No 

tocanto à poluição no solo, o agregado dos agrotóxicos pode provocar a absorção de elementos 

minerais (CARVALHO; ORSINE, 2011). Nos centros urbanos, o solo está mais susceptível a 

altas concentrações de metais pesados como zinco, cobre, chumbo, níquel, principalmente 

quando estão próximas a rodovias e ferrovias (RIBEIRO, 2013). 

A mineração é uma das atividades mais importantes para desenvolvimento do país, grande 

parte da população brasileira tem sua economia baseada nesse setor, entretanto é considerada 

uma prática que produz grandes quantidades de resíduos minerais e contribui para a 

contaminação do ambiente (CARVALHO et al., 2017).  Toda atividade de mineração resulta em 

uma supressão da vegetação, interrompendo o crescimento e interferindo na qualidade da água, 

impactam todo o ecossistema, tanto prejudica a flora, fauna como a saúde humana. 

As indústrias mineradoras possuem grande relevância no processo de contaminação 

associado a drenagem ácida de minas (DAM). A DAM é a solução aquosa ácida gerada quando 

minerais presentes em resíduos de mineração são oxidados espontaneamente em presença de 

oxigênio e água, produzindo ácido sulfúrico que dissolve metais presentes no solo e rocha 

(MUYZER, 2014). Os metais dissolvidos apresentam risco potencial de contaminação do solo, 

dos recursos hídricos e dos sistemas biológicos (BAILÓN-SALAS et al., 2018). 
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1.2 Metais pesados  

O termo metal pesado é utilizado para elementos que possuem densidade maior que 5 

g/cm³ ou que possuem número atômico superior a 20 (MALDONADO; WENDLING, 2009), e 

possuem características particulares, como bons condutores de eletricidade e, conseguem 

participam de reações químicas com íons positivos de enzimas no metabolismo. Segundo Lima, 

(2013), esses elementos também são denominados elementos-traço, e alguns destes elementos, 

como Mg, Fe, Zn, Mn, Cu são metais essenciais, com funções importantes no metabolismo dos 

organismos, se em baixas concentrações pois, em altas concentrações torna-se tóxico igualmente 

aos metais que mesmo em elementos-traços são altamente tóxicos, são considerados metais não 

essenciais, por exemplo, mercúrio, chumbo, cádmio, pois não possuem nenhuma função 

conhecida nos organismos.  

O aumento da concentração de metais pesados no meio ambiente pode trazer riscos à 

saúde humana e aos demais seres vivos, pois são tóxicos e geralmente possuem um alto período 

de detenção no meio ambiente e fomenta à acumulação em animais, plantas e seres humanos 

(MULLIGAN; YONG; GIBBS, 2001). Esses metais pesados são considerados poluidores, pois  

possuem propriedades de bioacumulação e biomagnificação, ou seja, os predadores de topo de 

cadeia acumulam muito mais metais pesados que suas presas, os íons vão passando ao longo da 

cadeia alimentar (GUO; KANG; FENG, 2017). Os metais pesados acumulam-se no ambiente, 

principalmente em solos e sedimentos de áreas contaminadas, e podem causar toxidez aos 

microrganismos, forçando-os a recorrer a mecanismos de resistência a esses metais. 

 

1.3 Biorremediação 

 Pode-se denominar biorremediação a utilização de organismos vivos tais como, plantas, 

micro-organismos e/ou seus metabólicos na remediação de poluentes (SVARTBERG et al., 

2005). Os micro-organismos podem ser caracterizados como agentes biorremediadores de 

ambientes impactados, que objetiva reduzir a concentração de contaminantes a níveis não tóxicos 

(PEREIRA; FREITAS, 2012). Na atualidade, processos de biorremediação com uso de micro-

organismos são cada vez mais pesquisados por cientistas, devido à alta eficiência desses 

organismos, baixo custo, biodegradável e possuem mecanismos que os tornam resistentes a 

estresses ambientais, como a toxicidade de metais pesados (YIN et al., 2018).  



14 

 

Os processos de biorremediação são inovações tecnológicas que surgiram recentemente 

no mundo profissional e acadêmico, os quais vieram como alternativa de outros agentes 

remediadores não biodegradáveis e tóxicos, como uma tecnologia inovadora apresenta vários 

resultados satisfatórios (LUNA; RUFINO; SARUBBO, 2016; FELIPE; DIAS, 2017; BAILÓN-

SALAS et al., 2018).  

 

1.4 Biossurfactante 

Os biossurfactantes são uma alternativa viável como biorremediador de ambientes 

contaminados, são amplamente utilizados em industrias visando a recuperação do ambiente 

(LUNA et al., 2013). Os microrganismos produzem metabólitos secundários, como os 

biossurfactantes, que participam de forma eficaz na remediação de contaminantes inorgânicos e 

orgânicos, melhorando sua biodisponibilidade, transformando a estrutura molecular do 

contaminante e eliminando-o do ambiente (SHARMA; SINGH; VERMA, 2018). Os metabólicos 

produzidos por bactérias possuem uma estrutura anfifílica, compostas por duas porções, uma 

porção polar que possui afinidade com a água e outra porção apolar que possui repulsa a água 

(PIRÔLLO, 2006).  

Esses metabólicos secundários possuem propriedades redutoras da tensão superficial e 

interfacial, com sucesso acima dos surfactantes químicos produzidos a base de hidrocarbonetos 

(BODOUR; MILLER-MAIER, 1998). Seus atributos, de baixa toxicidade, maior 

biodegradabilidade, melhor desempenho bioemulsificante, tolerância a valores extremos de pH, 

salinidade e temperatura, caracteriza os biossurfactantes como produtos extremamente 

promissores (YIN et al., 2018; FELIPE; DIAS, 2017).  

Devido suas propriedades vantajosas, os biossurfactantes são utilizados em diversos 

setores, como agricultura, produção de alimentos, química, cosméticos e farmacêutica. Estes 

possuem uma classificação consoante ao seu peso molecular, os biossurfactante de baixo peso 

estão incluídos os glicolipídios, os fosfolipídios e os lipolipídios, e os metabólicos de alto peso 

molecular estão os polissacarídeos, as proteínas, as lipoproteínas e os lipopolissacarídios 

(PACWA-PŁOCINICZAK et al., 2011). 

Os surfactantes microbianos desempenham um papel fundamental nos processos de 

remoção de poluentes em ambientes naturais, principalmente o que diz respeito aos metais, pois 
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eles são altamente eficientes na complexação de íons metálicos, reduzindo a toxicidade ou até 

mesmo transformando-os em outros compostos menos tóxicos (SILVA et al., 2017).  
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

Avaliar a influência de metais pesados no crescimento e na produção de surfactante da 

linhagem Pseudomonas fluorescens Slim15. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

Avaliar o crescimento da espécie Pseudomonas fluorescens Slim15 na presença de 

diferentes concentrações e tipos de metais. 

Determinar a concentração inibitória mínima (CIM) de metal capaz de inibir o 

crescimento da bactéria em estudo. 

Determinar a concentração bactericida mínima (CBM) das amostras que não apresentaram 

crescimento no ensaio de CIM. 

Avaliar a influência de metais pesados na produção de biossurfactante. 
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3 METODOLOGIA 

3.1 Micro-organismo 

A linhagem produtora de biossurfactante Pseudomonas fluorescens Slim15  (Figura 1) 

isolada no Parque Municipal de Mucugê, no estado da Bahia, Brasil (SANTOS et al., 2012) foi 

fornecida pela Coleção de Bactérias do Ambiente e Saúde (CBAS), localizada no Laboratório 

Interdisciplinar de Pesquisas Médicas do Instituto Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), Salvador, Bahia, 

Brasil. A linhagem bacteriana foi conservada no meio agar triptona de soja (TSA) (Kasvi) e 

mantida a 4°C no Laboratório Multiuso de Biologia da Universidade Federal do Sul e Sudeste do 

Pará. 

 

Figura 1. Coloração de Gram da P. fluorescens em microscopia de luz. 

 
Fonte: Autoria própria, 2018. 

 

3.2 Metais Pesados  

 Os metais utilizados no experimento foram chumbo, zinco e cobre. A solução mãe foi 

preparada em água destilada, usando os seguintes sais: nitrato de chumbo [Pb (NO3)2] (Neon); 

sulfato de zinco (ZnSO4) (Neon) e sulfato de cobre II (CuSO4) (Neon), na concentração de 8.000 

ppm de cada metal. A solução mãe foi esterilizada individualmente a 121°C por 20 minutos.  

 

3.3 Teste de Tolerância a Metais Pesados  

O teste de tolerância da bactéria P. fluorescens Slim15 aos metais pesados foi realizada a 
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partir da determinação da concentração inibitória mínima (CIM) e da concentração bactericida 

mínima (CBM).  

A CIM foi realizada em placa para cultivo de células de 96 poços (Kasvi) contendo 90 µL 

de caldo Mueller-Hinton (CMH) (Himedia). Foi aplicado 100 µL da solução mãe de 8.000 ppm 

dos metais Pb, Zn e Cu nos respectivos poços, usando a técnica de diluição seriada, nas 

concentrações de 4.000, 2.000, 1.000, 500, 250, 125, 62.5, 31.2, 15.6, 7.8, 3.9 e 1.9 ppm. O 

inóculo de 10 µL da suspensão bacteriana foi aplicado em cada poço, como mostra a figura 2, 

ajustado a partir da escala 0,5 de Mc Farland (1,5 x 108 bactérias/poço). O controle negativo foi 

realizado somente com CMH, CMH e solução de metal e apenas solução de metal, para controle 

positivo utilizou CMH e suspenção bacteriana. A placa foi incubada a 37°C por 24h (Figura 3).  

Após o período de incubação, foi aplicado nos poços 20 µL da solução reveladora incolor 

cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazólio (TTC) (Nuclear) e incubado na estufa por mais 2 horas. A 

leitura foi realizada através da mudança de coloração da solução reveladora, considerando o 

resultado positivo a presença de coloração rosa ou avermelhada e negativo a ausência de 

coloração (MOHR et al., 2017). 

 

Figura 2. Solução Mc Farland para ajuste de solução bacteriana 

 
Fonte: Autoria própria, 2018. 
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Figura 3. Esquema do experimento da tolerância ao metal 

 
Fonte: Autoria própria, 2018. 

 

A CBM foi realizada obtendo como base os resultados preliminares da inibição do 

crescimento no ensaio de CIM. Foi retirada uma alçada da cultura com o auxílio da alça 

bacteriológica, a partir dos poços que não apresentaram crescimento bacteriano no teste de CIM, 

e semeada pela técnica de estrias por esgotamento na superfície do meio (TSA) contido em placa 

de Petri (Figura 4). A placa foi incubada na estufa a 37°C por 24 horas para avaliação de 

crescimento das colônias bacterianas. 

 

Figura 4. Esquema do processo de semeadura simples para determinação da CBM 

 

Fonte: Autoria própria, 2018. 
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3.4 Influência de Metais Pesados na Produção de Biossurfactante 

A produção de biossurfactante foi realizada em Erlenmeyer de 50 mL contendo 30 mL de 

meio salino mineral (MSM), com a seguinte composição (g/L): K2HPO4, 4,0 g; Na2HPO4, 1,5 g; 

NaNO3, 1,0 g; MgSO4.7H2O, 0,2 g; CaCl2.2H2O, 0,02g; FeCl3.6H2O, 0,02g e glicerol, 0,5% 

(THAVASI et al., 2011). O pH foi ajustado para 7.0 usando HCl ou NaOH. O MSM foi 

esterilizado a 121°C por for 20 minutos. Após a autolavagem, foi transferido individualmente 

3.750, 935, 117, 58.5, 29.2 e 14.6 µL da solução mãe de metal Pb, correspondentes as 

concentrações de 1000, 250, 31.25, 15.6, 7.8 e 3.9 ppm, respectivamente. Aos metais Zn e Cu foi 

adicionado 117, 58.5, 29.2 e 14.6 µL da solução mãe para as concentrações de 31.25, 15.6, 7.8 e 

3.9 ppm, na devida ordem.  

 O inóculo de 2,5 mL respectivo a 5% da suspensão bacteriana, ajustada conforme o teste 

de tolerância, foi adicionada no Erlenmeyer. Os controles negativos foram realizados com, MSM 

contendo as concentrações pré-determinadas dos três metais testados e o MSM puro sem inóculo, 

para o controle positivo foi produzido o MSM com inoculo bacteriano. Como demonstrado na 

figura 5, a cultura foi incubada no agitador orbital (QUIMIS) na rotação de 180 rpm, a 30°C, por 

48 horas. Após essa etapa, as amostras de cultura foi centrifugada na Centrífuga SL 702 

(SOLAB) a 4000 rpm por 20 minutos, para obtenção do caldo livre de células, mostrado na figura 

6 (BUENO, 2008). 

 

Figura 5. Mesa agitadora com amostras para produção de biossurfactante  

 
Fonte: Autoria própria, 2018. 
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Figura 6. Caldo livre de células da bactéria Pseudomonas fluorescens 

 
Fonte: Autoria própria, 2018. 

 

A produção de biossurfactante foi medida através do índice de emulsificação (IE24) 

(LUNA et al., 2013). Dois mililitros de óleo mineral (Nujol) e 2,0 mL do caldo livre de células 

foram transferidos para tubos de ensaio (100mm x 15mm) e vigorosamente agitados no vortex 

(Biomixer) por 2 minutos, após o processo foi deixado em repouso por 24 horas, em seguida, o 

IE24 foi calculado usando a seguinte fórmula: IE24 (%) = x / y × 100, onde x e y representam a 

altura da camada emulsificada (mm) e a altura total (mm), respectivamente (Figura 7). Os 

controles negativos foram realizados com MSM não inoculado e MSM com as concentrações 

definidas dos metais em estudo, já o controle positivo foi realizado com MSM e o caldo livre de 

células sem adicional de metal. 

 

Figura 7. Representação de índice de emulsificado. 

 
            Fonte: Autoria própria, 2018. 

Camada Emulsificada 

Altura total da coluna 
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A tensão superficial (TS) do caldo livre de células foi realizada no tensiômetro 

(DataPhysics, Oca15 plus), através do método da gota pendente à temperatura de 25°C. A tensão 

superficial da superfície da gota foi medida usando um sistema de imagem de vídeo automática e 

o programa Oca 10/Oca 20. O instrumento foi calibrado com ar e água destilada para uma leitura 

de 71,62 ± 1.0 mN/m (SANTOS et al., 2012). 

 

3.5 Análise Estatística  

Todos os testes de produção de biossurfactante foram realizados em triplicata, visando 

comparar as tendências centrais de produção de biossurfactantes entre as linhagens bacterianas. 

Os testes de análise foram realizados no programa Microsoft Excel 2013, utilizado o teste T de 

Student, visando comparar médias de dois grupos com amostras relacionadas. Foram 

considerados resultados estatisticamente significativos para valores de p ≤ 0,05. 
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Abstract 

The contamination by heavy metals due to improper handling of mineral waste, promotes 

searches for efficient and biodegradable bioremediator measures, in this sense, biotechnological 

processes involving microorganisms have been used as a strategy to recover impacted 

environments. Therefore, the objective of this work was to evaluate the influence of heavy metals 

on the growth and the production of surfactant of the Pseudomonas fluorescens Slim15 lineage, 

aiming at the selection of potential bioremediation agent of areas impacted by metals. To evaluate 

the tolerance to metals Pb, Cu and Zn, Minimum Inhibitory Concentration (MIC) tests were 

carried out by means of a 96 well plate and the Minimum Bactericidal Concentration (MBC) by 

sowing in Petri dishes. The analysis of the influence of metals on the biosurfactant production 
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was evaluated from two properties of the biosurfactant, the emulsifying activity a measure of 

qualitative character and the surface tension test a quantitative measure. The results showed 

representative values in the MIC test, ranging from 62.5 to 2000 ppm and MBC of 4000 ppm for 

all tested metals. The metals showed significant influence on the production of emulsified and the 

reduction of surface tension. Thus, this research demonstrates that the bacterium Pseudomonas 

fluorescens Slim15 is a promising bioremediation agent of environments contaminated by heavy 

metals, revealing satisfactory yields, even in high concentrations of metals, so enhancing the 

study in biotechnology and reinforcing the applicability of products in this line of research. 

Keywords: Biotechnology. Emulsified. Heavy metals. Surface tension. Tolerance. 
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Introdução 

Os biossurfactantes fazem parte de um grupo de substâncias tensoativas capazes de reduzir a 

tensão superficial entre fluidos de diferentes polaridades, a partir da formação de agregados 

moleculares ou micelas, que são altamente eficientes na complexação de íons metálicos (Nitschke 

e Pastore 2002). Os surfactantes microbianos apresentam propriedades tensoativas promissoras, 

que se assemelham aos dos surfactantes químicos, porém, os biológicos se sobressaem pela baixa 

toxidade, biodegradabilidade, possibilidade de produção a partir de fontes renováveis, 

estabilidade a valores extremos de pH e força iônica, pela maior atividade superficial e 

interfacial, bem como demonstram alta atividade emulsificante e detergência, além da 

possibilidade de modificação estrutural através de manipulação genética, biológica ou química 

(Felipe e Dias 2017).  

As propriedades dos biossurfactantes fazem com que estes possuam uma vasta aplicabilidade em 

diversos setores, como nas indústrias farmacêutica e alimentícias, na produção de cosméticas e 

principalmente no processo de remediação de áreas impactadas por metais pesados, petróleo e 

seus derivados (Pirôllo 2006; Bueno et al. 2010; Nitschke e Pastore 2002).  

Os impactos ambientais advindos por metais pesados são decorrentes principalmente da 

eliminação inadequada de resíduos industriais ou de acidentes ambientais, ambos provenientes de 

atividades petrolífera e da mineração (Santana et al. 2013). As contaminações por metais pesados 

têm desencadeado desastres em grandes proporções, devido a sua alta toxicidade e 

bioacumulação. Por outro lado, alguns metais são considerados micronutrientes essenciais à 

manutenção dos processos fisiológicos das células e tecidos, incluindo cobre, manganês e zinco 

(Guo et al. 2017; Valls e Lorenzo 2002), porém, se utilizados em altas concentrações, esses íons 

formam complexos inespecíficos potencialmente tóxicos aos organismos (Mulligan et al. 2001; 

Nies 1999). Dessa forma, estes metais são considerados poluentes altamente persistentes na 
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natureza e capazes de alterar a diversidade, estrutura e função ecológica do ambiente 

contaminado (Baath 1989). 

A busca por tecnologias de baixo impacto ambiental e com resposta de recuperação eficiente se 

faz cada vez mais necessário, como os processos de biorremediação, que utiliza de mecanismos 

biológicos para reduzir, degradar ou transformar poluentes tóxicos (Garbino 2013; Chibueze et 

al. 2016). O processo de biorremediação com surfactantes microbianos tem apresentado 

resultados promissores na complexação de metais (Brito et al. 2004). Os principais gêneros 

produtores de biossurfactante pertencem aos gêneros Pseudomonas, Bacillus, Corynebacterium, 

Rhodococcus, Nocardia e Arthrobacter (Santos 2012; Matsuura 2004). Os biossurfactantes mais 

estudados e que apresentam resultados mais eficientes são produzidos pelas famílias 

Pseudomonacea e Bacillacea (Bueno et al. 2010).  

O gênero Pseudomonas é amplamente referenciado como bactérias que possuem tolerância à 

concentrações de metais pesados, como o Pb, Cu e Zn (Moraga et al. 2003; Echavez e Leal 

2018). A espécie Pseudomonas fluorescens tem apresentado a capacidade de degradar compostos 

xenobióticos e de mobilizar de íons metálicos, devido a diversidade metabólica e capacidade 

adaptativa a diversos ambientes, tornando-a um potencial agente biorremediador (Paganini 2017; 

Lima et al. 2010; Latour e Lemanceau 1997; Hamme et al. 2006). Nesse sentido, o objetivo deste 

trabalho foi avaliar a influência de metais pesados no crescimento e na produção de surfactante 

da linhagem Pseudomonas fluorescens Slim15, visando a seleção de potencial agente 

biorremediador de áreas impactadas por metais. 

 

Materiais e Métodos 

Micro-organismo 

A linhagem bacteriana produtora de biossurfactante, Pseudomonas fluorescens Slim15 isolada no 
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Parque Municipal de Mucugê, no estado da Bahia, Brasil (Santos et al. 2012), foi utilizada nos 

ensaios de tolerância e produção de biossurfactante. Esta foi fornecida pela Coleção de Bactérias 

do Ambiente e Saúde (CBAS 634), localizada no Laboratório Interdisciplinar de Pesquisas 

Médicas do Instituto Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), Salvador, Bahia, Brasil. A cepa de P. 

fluorescens foi conservada no meio agar triptona de soja (TSA) (Kasvi) e mantida a 4°C no 

Laboratório Multiuso de Biologia da Universidade Federal do Sul e Sudeste do Pará. 

 

Metais Pesados   

A solução mãe de metais foi preparada em água destilada, usando os seguintes sais: nitrato de 

chumbo [Pb (NO3)2] (Neon); sulfato de zinco (ZnSO4) (Neon) e sulfato de cobre II (CuSO4) 

(Neon), na concentração de 8.000 ppm de cada metal. A solução mãe foi esterilizada 

individualmente a 121°C por 20 minutos.  

 

Teste de Tolerância a Metais Pesados  

O teste de tolerância de P. fluorescens Slim15 aos metais pesados foi realizada a partir da 

determinação da concentração inibitória mínima (CIM) e da concentração bactericida mínima 

(CBM).   

A CIM foi realizada em placa para cultivo de células de 96 poços, contendo 90 µL de caldo 

Mueller-Hinton (CMH). Foi aplicado 100 µL da solução mãe dos metais Pb, Zn e Cu nos 

respectivos poços, usando a técnica de diluição seriada, nas concentrações de 4.000 a 1.9 ppm. O 

inóculo bacteriano ajustado a partir da escala 0,5 de Mc Farland (1,5 x 108 bactérias/poço), foi 

aplicado 10 µL em cada poço, realizou-se controles negativos e positivos para maior 

confiabilidade do estudo. A placa foi incubada a 37°C por 24h, após esse período adicionou-se a 

solução reveladora cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazólio (TTC) e incubado na estufa por mais 2 
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horas. A leitura foi realizada através da mudança de cor da solução reveladora (Mohr et al. 2017). 

A CBM teve como base os resultados do ensaio de CIM, sendo retirado uma alçada da cultura, 

com o auxílio da alça bacteriológica, a partir dos poços que apresentaram inibição e semeada por 

esgotamento na superfície do meio agar triptona de soja (TSA) em placa de Petri. A placa foi 

incubada na estufa a 37°C por 24 a 48 horas para avaliação de crescimento das colônias 

bacterianas. 

 

Influência de Metais Pesados na Produção de Biossurfactante 

A influência do tipo e da concentração dos metais testados foi avaliada a partir de duas 

propriedades do biossurfactante, atividade emulsificante e tensão superficial. 

A produção de biossurfactante foi realizada em Erlenmeyer de 100 mL contendo 30 mL de meio 

salino mineral (MSM), com a seguinte composição (g/L): K2HPO4, 4,0 g; Na2HPO4, 1,5 g; 

NaNO3, 1,0 g; MgSO4.7H2O, 0,2 g; CaCl2.2H2O, 0,02g; FeCl3.6H2O, 0,02g; glicerol, 0,5% 

(THAVASI et al., 2011). O pH foi ajustado para 7.0 usando HCl ou NaOH. O MSM foi 

esterilizado a 121°C por for 20 minutos. Após a autolavagem, foi transferido individualmente 

3.750, 935, 117, 58.5, 29.2 e 14.6 µL da solução mãe de Pb, correspondentes as concentrações de 

1000, 250, 31.25, 15.6, 7.8 e 3.9 ppm, respectivamente; e 117, 58.5, 29.2 e 14.6 µL dos metais Zn 

e Cu. O inóculo de 2,5 mL da suspensão bacteriana, ajustada conforme o teste de tolerância, foi 

adicionado no Erlenmeyer. Os controles negativos foram realizados com MSM contendo as 

concentrações pré-determinadas dos três metais testados e MSM não inoculado, e o controle 

positivo foi MSM inoculado. A cultura foi incubada no agitador orbital (QUIMIS) na rotação de 

180 rpm, a 30°C, por 48 horas. Após essa etapa, a cultura foi centrifugada a 4000 rpm por 20 

minutos, para obtenção do caldo livre de células (Bueno 2008). 
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A produção de biossurfactante foi medida através do índice de emulsificação (IE24) (Luna et al. 

2013). Dois mililitros de óleo mineral (Nujol) e 2,0 mL do caldo livre de células foram 

transferidos para tubos de ensaio (100mm x 15mm) e agitados no vortex (Biomixer) por 2 

minutos. Após 24 horas, o IE24 foi calculado usando a seguinte fórmula: IE24 (%) = x / y × 100, 

onde x e y representam a altura da camada emulsificada (mm) e a altura total (mm), 

respectivamente. Os controles negativos foram realizados com MSM não inoculado e MSM com 

as concentrações definidas dos metais em estudo. 

A tensão superficial (TS) do caldo livre de células foi realizada no tensiômetro (DataPhysics, 

Oca15 plus), através do método da gota pendente à temperatura de 25°C. A tensão superficial da 

superfície da gota foi medida usando um sistema de imagem de vídeo automática e o programa 

Oca 10/Oca 20. O instrumento foi calibrado com ar e água destilada para uma leitura de 71,62 ± 

1.0 mN/m (Santos et al. 2012). 

 

Análise estatística  

Os testes de análise foram realizados no programa Microsoft Excel 2013, utilizado o teste T de 

Student, visando comparar médias de dois grupos com amostras relacionadas, considerando 

resultados estatisticamente significativos para valores de p ≤ 0,05. 

 

Resultados 

Teste de Tolerância a Metais Pesados  

Os resultados obtidos na determinação da concentração inibitória mínima demostram que a 

linhagem P. fluorescens Slim15 foi tolerante aos metais analisados, apresentando crescimento 

satisfatório na faixa de 1,9 a 31,25 ppm de zinco e cobre, e 1,9 a 1000 ppm de chumbo (Fig. 1), 



33 

 

sendo observado a inibição do crescimento a partir da concentração de 62,5 ppm de zinco e 

cobre, e 2000 ppm de chumbo. 

Fig.1 situada em anexo de Figuras na página 28 

A avaliação da concentração bactericida mínima foi realizada a partir da concentração de 62,5 

ppm de zinco e cobre, e de 2000 ppm de chumbo. A CBM necessária para matar a linhagem P. 

fluorescens Slim15 foi de 4000 ppm para todos os metais testados, sendo considerado a morte do 

micro-organismo a ausência de colônias na superfície do meio TSA. A CBM de zinco e cobre foi 

64 vezes maior que a CIM, em quanto que para o chumbo foi apenas duas vezes maior que a 

concentração necessária para inibir o crescimento da bactéria em estudo. 

A inibição do crescimento bacteriano nos níveis toleráveis de metal reduz a atividade metabólica 

e divisão celular, mas algumas células permanecem viáveis podendo voltar a atividade em 

condições favoráveis. No entanto, o efeito bactericida dos metais sobre as cepas bacterianas 

aumenta gradativamente com o aumento da concentração de metal, inviabilizando a atividade 

metabólica de forma irreversível, destruindo toda forma de vida microbiana (Tortora et al. 2012). 

 

Influência de Metais Pesados na Produção de Biossurfactante 

Os resultados do índice de emulsificação realizado com o caldo livre de células de P. fluorescens 

Slim15 demonstraram que a maior produção de emulsificado ocorreu na concentração de 15,6 

ppm de Zn e a menor com 7,8 ppm de Cu (Tabela 1). O controle positivo apresentou IE24 de 59% 

e o negativo não apresentou formação de emulsificado. 

Tabela 1 – situada na página 27. 

De acordo com os testes de análise estatística, pode-se afirmar que as menores concentrações de 

Pb afetam positivamente o índice de emulsificação, indicando assim que houve diferença 

significativa (p= 0,03). Ao passo que, em concentrações mais altas do teste, as variações do 
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emulsificado não foram estatisticamente significativas (Fig. 2). Os resultados demostraram que o 

metal cobre influenciou negativamente na produção de emulsificado com o caldo livre de células, 

diminuindo significamente a formação da emulsão, com valor de p ≤ 0,03 (Fig. 3). A Fig. 4 

apresenta os valores do ensaio com metal Zn que obteve a maior média de formação de 

emulsificado, contudo, os resultados não apresentaram diferença significativa (p≤ 1,0) para 

produção do emulsificado nas concentrações testadas. 

Fig.2, 3 e 4 - situadas em anexo de figuras na página 28 

O surfactante produzido pela espécie Pseudomonas fluorescens foi capaz de reduzir a tensão 

superficial (TS) de 71,20 mN/m (controle) para valor próximo de 30 mN/m (Fig. 5), com a 

exceção do cobre que reduziu para menos de 10 mN/m (p=0,000).  

Fig. 5 - situadas em anexo de figuras na página 29 

 

Discussão 

Teste de Tolerância a Metais Pesados  

A adaptação microbiana é um mecanismo fundamental de resposta à presença de contaminantes, 

ambientes hostis, antibióticos, entre outras condições adversas (Andrade, Augusto, Jardim 2010). 

A presença de íons metálicos pode induzir os genes das bactérias a desenvolver mecanismos de 

tolerância à toxicidade de metais, como Pb, Cd, Hg, Ni, Zn, entre outros, por meio da adsorção à 

parede celular, transporte através da membrana celular, armazenamento extracelular em cápsulas, 

precipitação ou por produção de metabólitos secundário bioemulsificantes (Malik 2004; Vicentin 

2017; Zafar et al 2007). Estes mecanismos podem transcorrer por plasmídeos ou DNA 

cromossômico em diversas bactérias (Marzan et al. 2017; Rouch et al 1995; Malik 2004).  

Segundo Alhasawi et al. (2015), a espécie Pseudomonas fluorescens possui capacidade de 

sobreviver em ambientes compostos por diversos metais, apresentando uma mudança metabólica 
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que garante a sobrevivência e o sequestro de metais. Moraga et al. (2003) demonstraram que o 

gênero Pseudomonas sp. foi resistente aos metais chumbo, cobre e zinco no teste de CIM, nas 

concentrações de 3,2 ppm para Pb, 3,2 ppm para Zn e 0,8 ppm para Cu. Echavez e Leal (2018) 

observaram que o gênero Pseudomonas foi tolerante a concentração de 5 ppm de Pb no teste de 

CIM. Para Rodríguez et al. (2017), a tolerância ao chumbo deve-se principalmente ao sequestro 

de íons metálicos. Chenia e Jacobs (2017) mostraram que Pseudomonas sp. foi tolerante a 

concentração de  1,45 ppm de Pb, 0,78 ppm de Zn e 0,41ppm de Cu no teste de CIM. Cárdenas et 

al. (2017) observaram que a espécie P. aeruginosa apresentou tolerância aos metais Zn, Cu e Pb 

nas concentrações de  0,39, 0,10 e 0,51 ppm, respectivamente, no teste de CIM. Recentemente, 

Wu et al. (2018) isolaram uma linhagem de Pseudomonas sp. tolerante a concentração de 3,5 

ppm de Cu no teste de CIM. Poirier et al. (2008) constataram que P. fluorescens apresentou 

tolerância às concentrações de 6,2 ppm de Zn e 4,2 ppm de Cu. Cruzando os resultados desta 

pesquisa com os trabalhos citados é possível observar que a linhagem P. fluorescens Slim15 

apresentou maior perfil de tolerância aos metais em estudo, podendo se tornar um potencial 

agente biorremediador de metais.   

As bactérias em geral possuem mecanismos de adaptação a ambientes inóspitos, entretanto, esses 

mecanismos tornam-se ineficazes a medida que as concentrações de metais são aumentadas, 

ocorrendo a saturação desses íons nos micro-organismos. Os íons metálicos interferem nas vias 

metabólicas das bactérias, competindo com os metais essenciais pelo sítios de ligações iônicas, 

afetando a fosforilação oxidativa, bloqueando enzimas no sistema de transporte de nutrientes, 

podendo, dessa forma, levar a morte das células bacterianas (Silva e Vieira 2008; Reis 2013). 

Segundo Xu et al. (2016), a presença de metais pesados em baixas concentrações induz a 

expressão de várias proteínas bacterianas, como resposta ao estresse, que pode inibir a resistência 

à antibióticos assim a bactéria torna-se mais vulnerável. 
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Influência de Metais Pesados na Produção de Biossurfactante 

O índice de emulsificação é uma análise qualitativa (Paz et al. 2006) que determina indiretamente 

a presença de biossurfactante no caldo livre de células, assim como auxilia a dispersão de um 

fluido em outro, proporcionando o complexo de dois fluidos imiscíveis (Mnif e Ghribi 2015). 

Pinto et al. (2009) consideram que um bom o agente emulsificante apresenta a habilidade de 

formar pelo menos 50% de emulsificado e mantê-lo estável no período de 24h, usando no teste 

óleo a base de hidrocarboneto. Santos et al. (2010, 2012) observaram que a linhagem P. 

fluorescens Slim15 apresentou índice de emulsificação próximo de 58%, usando diferentes 

substratos como fonte de carbono.  

Lima et al. (2010) constataram a capacidade emulsificante da espécie P. fluorescens, 

apresentando IE24 de 61,54%, utilizando óleo de girassol in natura como substrato. Peixoto 

(2008) isolou duas linhagens do gênero Pseudomonas, que apresentaram índice de emulsificado 

entre 57 e 61%, utilizando óleo de soja como substrato.  

De acordo com Rufino et al. (2011) esses biossurfactantes produzidos possuem a capacidade de 

formar complexos entre suas micelas e íons metálicos, o que os tornam mais solúveis e podem ser 

removidos mais facilmente. Neste sentido, os biossurfactantes mobilizam esses metais no interior 

de suas micelas promovendo a rápida biorremediação de águas e solos contaminados.  

O teste de tensão superficial é uma medida quantitativa que busca avaliar a atividade surfactante 

do sobrenadante (Matsuura 2004). De acordo com Desai e Banat (1997), para que um 

biossurfactante seja considerando um bom agente emulsificante, é necessário reduzir a TS abaixo 

de 40mN/m. Peixoto (2008) observou que as linhagens de Pseudomonas reduziram a tensão 

superficial na faixa de 26,8 a 31,5 mN/m. Na mesma linha de pesquisa, Lima et al. (2010) 

utilizaram caldo de abacaxi suplementado com óleo de girassol como substrato para produção de 
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biossurfactante pela P. fluorescens e observaram que o surfactante reduziu a TS da água de 72 

para 27,5 mN/m. Silva et al. (2009) relataram que o biossurfactante produzida pela espécie P. 

fluorescens reduziu a TS de 70 mN/m para 30,04 mN/m, usando petróleo como substrato.  

O modelo experimental de produção de biossurfactante na presença de metais é recente no 

mundo acadêmico, havendo poucos estudos acerca do assunto, apontando esse trabalho como 

propulsor de uma nova linha de pesquisa que estuda à influência de metais pesados na produção 

de biossurfactante.  

 

Conclusão 

De acordo com os resultados dessa pesquisa, foi possível observar que a produção de 

biossurfactante na presença de metais influenciou a produção do emulsificado e a redução da 

tensão superficial da linhagem Pseudomonas fluorescens Slim15. Demonstrando ótimo 

crescimento bacteriano ao teste de tolerância ao metal chumbo, e crescimento positivo de metais 

zinco e cobre quando comparados a literatura. O biossurfactante apresentou ótimo desempenho 

na redução de tensão superficial, demonstrando o menor valor de redução da tensão superficial no 

metal cobre. 

A aplicabilidade do biossurfactante biológico é cientificamente comprovada, possuindo 

peculiaridades que sobressai aos surfactantes industriais e alguns biológicos, tornando-se uma 

alternativa estratégica para desenvolvimento de processo biorremediação para tratamento de 

ambientes contaminas por íons metálicos.  
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Tabelas 

Tabela 1. Índice de emulsificação do caldo livre de células de P. fluorescens na presença de 

chumbo, cobre e zinco em diferentes concentrações. 

Metal 

IE24 (%) 

3,9 ppm 7,8 ppm 15,6 ppm 31,25 ppm 

Pb 60 60 54 27 

Cu 23 3 10 14 

Zn 59 52 63 59 
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Legenda de figuras 

Fig. 1 Gráfico demonstrando a tolerância da bactéria Pseudomonas fluorescens Slim15 aos 

metais Pb, Zn e Cu  

Fig. 2 Índice de emulsificado do caldo livre de células de P. fluorescens na presença de chumbo. 

Fonte: Autoria própria, 2018.  

Fig. 3 Índice de emulsificado do caldo livre de células de P. fluorescens na presença de cobre. 

Fonte: Autoria própria, 2018 

Fig. 4 Índice de emulsificado do caldo livre de células de P. fluorescens na presença de zinco. 

Fonte: Autoria própria, 2018 

Fig. 5. Tensão superficial do caldo livre de células de P. fluorescens na presença de chumbo, 

obre e zinco em diferentes concentrações. 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

De acordo com os resultados dessa pesquisa, percebe-se que a bactéria Pseudomas fluorescens 

apresenta característica que a classifica como uma bactéria potencialmente biorremediadora. Os 

resultados do teste de tolerância aos metais mostraram um ótimo crescimento da bactéria em 

relação ao metal chumbo, e aos metais cobre e zinco manteve resultados positivos quando 

comparado aos testes realizados na literatura. 

O biossurfactante produzido pela espécie bacteriana estudada obteve sua ação comprovada 

estatisticamente em relação ao metal chumbo, ação reduzida no metal cobre, sem diferença 

significativa no metal zinco e foi uma excelente redutora da tensão superficial, para valores 

abaixo de 40 mN/m, e a maior redução deu-se para o metal cobre. Demonstra-se assim que os 

metais influenciam diretamente na produção do emulsificado e redução da tensão superficial 

dessa linhagem, ou seja, aplicabilidade do biossurfactante biológico é cientificamente 

comprovada, possuindo peculiaridades que sobressaem aos surfactantes industriais a base de 

petróleo. Assim, o uso de métodos biotecnológicos para tratamentos in-situ de ambientes 

contaminados por íons metálicos, faz dessa produção, em uma perspectiva futura, a aplicação em 

processos de biorremediação.  
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ANEXOS 

Anexo 1. Instrução para submissão de manuscrito na revista World Journal of 

Microbiology and Biotechnology 

 

 


