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RESUMO 

 

Os biosurfactantes possuem diversas vantagens em relação aos surfactantes 

sintéticos, tais como: baixa toxicidade, biodegradabilidade, grande diversidade química 

e estrutural. Este estudo objetivou: 1) Isolar bactérias do gênero Pseudomonas de 

efluente agroindustrial; 2) Detectar a produção in vitro do biosurfactante ramnolipídico; 

3) Verificar a utilização de óleo de milho na produção de biosurfactante em cultura 

líquida e 4) Caracterizar parcialmente o biosurfactante produzido sobre óleo de milho 

por cromatografia de camada delgada (CCD). Três bactérias do gênero Pseudomonas 

foram isoladas do efluente proveniente da lavagem de cana de açúcar da S.A. Usina 

Coruripe Açúcar e Álcool (Estado de Alagoas) e identificadas em nível de espécie, 

utilizando o kit API20E (BioMérieux, France), como sendo P. aeruginosa, P. putida e 

P. fluorescens. O meio de Siegmund & Wagner (SW) foi usado para caracterizar as 

linhagens produtoras de ramnolipídios sendo a produção deste biosurfactante in vitro 

evidenciada apenas para a espécie de P. aeruginosa. A produção de ramnolipídio em 

meio liquido pelo isolado de P. aeruginosa, tendo como fonte de carbono 1 % de óleo 

de milho, revelou uma maior concentração (200,58 mg/L) com 120 h de incubação, 

durante a fase estacionária, embora nenhuma alteração acentuada do pH tenha sido 

verificada. O biosurfactante foi também caracterizado por meio de técnicas de 

cromatografia de camada delgada, o qual foi possível ser detectado e cujos valores de Rf 

foram semelhantes a aqueles descritos na literatura para as diferentes formas estruturais 

de ramnolipídios. 

Palavras chaves:  Pseudomonas,  biosurfactante 
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ABSTRACT 

 

The biosurfactantes possess many advantages in relation to the synthetic, 

surfactants, such as: low toxicity, biodegradability, great chemical and structural 

diversity. The objective of were: 1) To isolate bacteria of Pseudomonas genus in agri-

industrial effluent; 2) To detect the production in vitro of the rhamnolipidic 

biosurfactant; 3) To verify the use of maize oil in the production of biosurfactant in 

liquid culture and 4) To characterize partially the biosurfactant produced on maize oil 

for thin layer chromatography (TLC). Three bacteria of the Pseudomonas genus were 

isolated effluent hamming from the laudering of sugar cane of the SA Coruripe Sugar 

and Alcohol (Alagoas/Brazil) and identified in species level, using kit API20E 

(BioMérieux, France), as being P. aeruginosa, P. putida and P. fluorescens. The 

Siegmund & Wagner medium was used to characterize the producing strains of 

rhamnolipid being the production of this biosurfactante in vitro evidenced only for the 

P. aeruginosa species. The production of rhamnolipid in liquid medium for the isolated 

P. aeruginosa using maize oil revealed the highest concentration (200.58 mg/L) with 

120 h incubation, when the stationary  phase revealed as carbon source clear, even so 

no alteration accented of pH has been verified. The biosurfactante also was 

characterized thin layer chromatography that was possible to be detected and the Rf 

values of been similar to those described in literature for the different structural forms 

of rhamnolipid. 

Kew words: Pseudomonas, biosurfactante 
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1. INTRODUÇÃO 

 
1.1. SURFACTANTE OU BIOSURFACTANTE 

 
Surfactante é uma palavra derivada da expressão “surface active agent”, termo que 

significa, literalmente, agente de atividade superficial. Em outras palavras, um 
surfactante é um composto caracterizado pela capacidade de alterar as propriedades 
superficiais e interfaciais de um líquido. Outra propriedade fundamental dos 
surfactantes é a tendência de formar agregados chamados micelas que, geralmente, 
formam-se a baixas concentrações em água (TIEHM, 1994; BERING et al., 2004). 

A maioria dos surfactantes produzidos atualmente é sintetizada a partir de 
derivados de petróleo e requerem tanto etapas complexas de síntese, quanto várias 
etapas de purificação (BODOUR & MILLER-MAIER, 1998). As moléculas de 
surfactantes sintético são usualmente classificadas de acordo com a natureza química do 
grupo polar em: catiônico, aniônico e tipos não aniônicos (PARRA et al., 1989). 

De acordo com dados de SARNEY & VULFSON (1995), a produção mundial de 
surfactante excede três milhões de toneladas, o que representa em termos financeiros 
um valor estimado de US$ 4 bilhões (Figura 1). Atualmente, a indústria de detergentes 
é o maior consumidor deste produto. Contudo, os surfactantes biológicos ou 
biosurfactantes também podem ser utilizados em formulações de detergentes, visto que 
estes são compatíveis com a variedade de enzimas utilizadas como biodetergentes 
(ROSENBERG & RON, 1999). Na área bioquímica, os surfactantes são empregados na 
investigação das propriedades moleculares de proteínas e de lipoproteínas de 
membranas, agindo como agentes solubilizantes. Estes surfactantes químicos em sua 
grande maioria não são biodegradáveis, o que representa um sério problema ambiental 
(LEE, et al., 1999). 

Em contraste com seus análogos produzidos quimicamente, os biosurfactantes 
possuem vantagens especiais, como baixa toxicidade, biodegradabilidade, 
biodigestibilidade, produção a partir de vários substratos e grande diversidade química e 
estrutural. São mais efetivos do que os surfactantes convencionais, pois reduzem a 
tensão superficial e interfacial em menores concentrações. Apresentam tolerância às 
variações de temperatura, pH e força iônica, podendo ser utilizado em ambientes sob 
condições adversas (TURKOVISKAYA et al., 2001; VANCE-HARROP et al., 2003). 
Todavia, a maior vantagem que os biosurfactantes têm a oferecer em relação aos 
surfactantes químicos é sua aceitabilidade ecológica (HABA et al., 2000).  
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Figura 1. Tipos de surfactantes usados na indústria moderna (Fonte: SARNEY & 
VULFSON, 1995) Modificado. 
 

O papel fisiológico dos biosurfactantes ainda não foi desvendado totalmente, 
porém algumas funções têm sido atribuídas a este grupo de moléculas, como: 
emulsificação e solubilização de hidrocarbonetos ou compostos insolúveis em água; 
transporte de hidrocarbonetos; aderência e liberação de células a superfícies e atividade 
antimicrobiana (ROSENBERGUE & RON, 1999).  

Os biosurfactantes não são amplamente empregados em processos industriais 
devido ao alto custo de produção, associados aos métodos ineficientes de recuperação 
do produto e ao uso de substratos dispendiosos. No entanto, o problema econômico da 
produção de biosurfactantes pode ser significativamente reduzido através do uso de 
fontes alternativas de nutrientes facilmente disponíveis e de baixo custo (KIM et al., 
2000 citado por FARIAS & SARUBBO, 2004). Por exemplo, efluentes provenientes da 
agroindústria apresentam um elevado índice de carboidratos e lipídeos que podem ser 
utilizados por microrganismos na produção de biosurfactantes. Entretanto, são poucas 
as pesquisas acerca deste tipo de substrato como fonte de nutriente na produção de 
moléculas com propriedades tensoativas (3& PASTORE, 2004).  

Os biosurfactantes são classificados de acordo com sua composição química e sua 
origem microbiana. As principais classes incluem glicolipídeos, lipopolissacarídeos, 
lipopeptídeos, fosfolipídeos, ácidos graxos e lipídeos neutros (BOGNOLO, 1999). A 
porção apolar dos biosurfactantes é freqüentemente uma cadeia hidrocarbonada saturada 
ou insaturada e/ou hidroxilada, como nos ácidos graxos ou álcoois graxos, 
respectivamente, enquanto a porção polar pode ser um mono, oligo ou polissacarídeo, 
peptídio ou proteína (LANG, 2002). Estas características tornam os biosurfactantes um 
produto biotecnológico adequado para uma ampla gama de aplicações industriais 
envolvendo: detergência, emulsificação, lubrificação, capacidade espumante, 
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capacidade molhante, solubilização e dispersão. 
 
1.2. O GÊNERO PSEUDOMONAS E A PRODUÇÃO DE GLICOLIPÍDIOS 
 

As espécies de Pseudomonas pertencem ao super-reino das eubactérias, Filo 
Proteobacteria, Classe Gammaproteobacteria, Ordem Pseudomonadales, Família 
Pseudomonadaceae.  Em geral são Gram negativas, na forma de bastonetes de 0,5-0,8 
μm x 1-3 μm, móveis por flagelos polares ou laterais, não formadoras de esporos, não-
fermentantes de carboidratos e capazes de respirar anaerobicamente na presença de 
nitratos como aceptores de elétrons. Todas as espécies desse gênero geram piruvato a 
partir da via de Entner-Doudoroff. Não são fotossintetizantes, são oxidases positivas, 
geralmente catalase positivas, apresentam cerca de 58 - 68 % de G - C em seu DNA, 
degradam arginina a ornitina e podem produzir pigmentos fluorescentes ou não, não 
requerendo fatores de crescimento. São capazes de crescer em uma variedade de 
nutrientes em ambientes dos mais variados tipos, sendo parasitas de plantas e animais, 
mutualistas ou saprófitas (HOLT et al., 1999). 

As espécies que produzem pigmentos fluorescentes são de muita importância em 
diversas áreas como fitopatologia, tecnologia de alimentos e controle biológico. P. 
aeruginosa, P. fluorescens e P. putida produzem pigmentos fluorescentes. No entanto, 
P. aeruginosa é uma bactéria oportunista facilmente identificável, desde que seu grupo 
é homogêneo do ponto de vista de critérios genéticos, tanto que seu genoma já foi 
caracterizado. P.fluorescens, contudo, é um grupo taxonômico bastante heterogêneo, 
com muitas subespécies referidas como biótipos ou biovariedades, e por isso em geral 
algumas são referidas como Pseudomonas sp. O mesmo pode ocorrer com P. putida. No 
entanto, enquanto a primeira é capaz de crescer a 41 ºC, reduzir nitratos e produzir 
piocianina (azul na luz visível) e fluoresceína (pioverdina), o que intensifica sua 
fluorescência a 366 nm, as duas últimas não são capazes de crescer naquela 
temperatura, raramente são patogênicas ou reduzem nitratos, e nem produzem 
piocianina. A fluoresceína absorve luz a 254 nm e atua como sideróforo, portanto, a 
ausência de ferro intensifica sua fluorescência. Outros pigmentos como piorubrina 
(vermelho) e piomelanina (marrom) podem ser produzidos, mas não produzem 
fluorescência (HOLT et al., 1999; BOSSIS et al., 2000). 

A produção de biosurfactante não está relacionada apenas com a assimilação de 
substratos insolúveis, pois se sabe que a produção de glicolipídios ocorre tanto sobre 
substratos solúveis como insolúveis. A síntese de tensoativos pela célula microbiana 
parece obedecer mais a uma necessidade fisiológica do organismo, como por exemplo, a 
adesão e hidrofobicidade da membrana celular de bactérias, em condições limitadas de 
nutrientes (ARINO et al., 1996; BONILLA et al., 2005).  
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Glicolipídios emulsificantes são cadeias de ácidos graxos ou hidroxiácidos graxos 
ligadas a uma ou mais moléculas de carboidratos como glicose, manose, trealose, 
ramnose. Estes bioemulsificadores são moléculas de baixo peso molecular capazes de 
aumentar a solubilidade aparente dos hidrocarbonetos organizados nas cavidades de 
micelas hidrofóbicas (KARANTH et al., 1999). A produção de biosurfactante depende 
da natureza do substrato, das condições de pH, temperatura, agitação, da concentração 
de íons como, Mg, P, Fe, K e da atividade da biomassa (DESAI & BANAT, 1997).  

Os ramnolipídios, biosurfactantes aniônicos produzidos por diferentes espécies de 
Pseudomonas, representam um dos glicolipídios mais estudados devido à sua 
aplicabilidade em diversas áreas, como por exemplo, na biorremediação de derivados de 
petróleo (LANG & WULLBRANDT, 1999; WARD et al., 2003). Essa é, atualmente, 
uma das áreas onde surfactantes de origem microbiana são mais utilizados 
(ONWURACH, 2004). 

BURGER et al. (1963), verificaram que a síntese enzimática de ramnolipídios 
produzidos por P. aeruginosa ATCC7700 é decorrente da reação seqüencial de glicosil 
transferases específicas (ramnosil transferase 1 e rammnosil transferase 2) e que a 
timidina-difosfato-L-ramnose (TDP-L-ramnose) é um eficiente ramnosil doador 
envolvido na síntese deste glicolipídio. A síntese do monoramnolipidio (R1) é 
catalisada pela ramnosil transferase 1 (rhlAB) onde ocorre a transferência da ramnose 
ativada (dTDP-L-ramnose) para o acido graxo aceptor β-hidroxidecanoil-β-
hidroxidecanoato. Posteriormente, pela ação da ramnosil transferase 2 (rhlC) ocorre a 
transferência da ramnose ativada para a molécula de monoramnolipidio (Figura 2).  

A síntese de ramnolipídios em P. aeruginosa tem sido correlacionada com o 
acumulo intracelular do ácido polihidroxialcanoico (PHAs). Isto pode ser possível 
devido ao fato de tanto a porção lipídica da molécula de ramnolípidios quanto a síntese 
de PHAs ocorrerem de forma geral pela via de síntese de ácidos graxos, a nível da 
enzima β-cetoacil redutase (RhlG), a partir da redução do intermediário cetoacilo-ACP 
(LANG, 2002). 
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Figura 2. Biossíntese de ramnolipídios relacionada à síntese de ácidos graxos (Fonte: MAIER 

& SÓBERON-CHAVÉZ, 2000).  
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A estrutura do ramnolipídio varia de acordo com a espécie de Pseudomonas spp e 

o tipo de substrato. Os ramnolipídio do tipo R1  [3-(α-L-ramnopiranosil)-β-
hidroxidecanoato], e o ramnolipídio R2  [3-(2’-O-α-L-ramnopiranosil-α-L-
ramnopiranosiloxi)-β-hidroxidecanoato],  são os principais glicolipídios produzidos em 
culturas líquidas. Enquanto que a formação do ramnolipídio R3  3-[3’-(α-L-
ramnopiranosil-hidroxidecanoil)-β-hidroxidecanoato], e o ramnolipídio R4  3-[3’-
(2’’-O-α-L-ramnopiranosil-α-L-ramnopiranosil-hidroxidecanoil)-β-hidroxidecanoato],  
(Figura 3), contendo uma molécula do ácido ß-hidroxidecanóico com uma ou duas 
unidades de ramnose, respectivamente, são produzidos exclusivamente por algumas 
linhagens restritas (SCHENK et al., 1995; KOCH et al., 1991). 
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Figura 3. Diferentes tipos de ramnolipídeos produzidos por Pseudomonas aeruginosa 

(SCHENK et al., 1995; KOCH et al., 1991). 
 
O complexo ramnosil transferase 1 é constituído pela proteína RhlA (32,5 kDa) 

localizada na membrana plasmática e pela proteína RhlB (47 kDa) localizada na região 
periplasmática (DESAI & BANAT, 1997). Os genes rhlA e rhlB envolvidos na síntese 
de ramnolipídios por P. aeruginosa são regulados por dois sistemas hierárquicos de 
sensor de quorum rhl e las (SULLIVAN, 1998) (Figura 4). A expressão do gene rhlC 
codifica a síntese da  ramnosil transferase 2, proteína de massa molecular igual 35,9 



PEREIRA, D.S.T.                                Influência da fonte de carbono na produção de biosurfactante... 
 

kDa constituída por 35 aminoácidos. Este gene é regulado ordenadamente pelo gene 
rhlAB e pelo sensor de quorum rhl (LANG, 2002).   
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Figura 4. Modelo esquemático dos genes envolvidos na síntese de ramnolipideos por P. 
aeruginosa. Promotor auto indutor: PAI 1 ou N-(3-oxododecanoil) homoserina lactona, 
e PAI 2 ou  N-butiril homoserina lactona (OCHSNER & REISER, 1995; 
SULLIVAN,1998). 

 
O sistema las consiste de um regulador de transcrição, LasR, e sua molécula 

sinalizadora, N-(3-oxododecanoil) homoserina lactona, codificada pelo gene lasI. O 
sistema rhl consiste da proteína RhlR e RhlI sintase, que está envolvida na produção de 
N-butiril homoserina lactona (SULLIVAN,1998; LANG &. WULLBRANDT, 1999). 
Esta por sua vez interage com RhlR para ativar a expressão de rhlAB, o operón que 
codifica a enzima ramnosil transferase necessária para a produção de ramnolipídios 
(OCHSNER & REISER, 1995; DÉZIEL et al., 2003). A presença destes componentes 
reduz a tensão superficial que permite às células de P. aeruginosa unir-se e desunir-se a 
diferentes substratos (KÖHLER et al., 2000).  

De acordo com BRINT & OHMAN (1995) e PESSI & HAAS (2000), o sistema 
RhlRI é necessário para indução da expressão de fatores como:  protease alcalina, 
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piocianina, cianeto de hidrogênio, lectina e elastase. Já o gene LasR está envolvido com 
a síntese de biofilme ou biopelícula. É enorme a diversidade de espécies microbianas 
dentre bactérias, fungos, vírus e microalgas, que podem estar presentes nos biofilmes, 
quer nos habitats naturais, quer nos criados artificialmente (BALIELLAS, 2004). 
SCHOOLING et al. (2004) verificaram que a adição de ramnolipídio produzido por P. 
aeruginosa mutante PAO inibiu a formação de biofilme, impedindo assim a dispersão 
microbiana. 

TULEVA et al. (2002) relataram a produção de biosurfactante por uma estirpe de 
P. putida 21BN cultivada sobre substratos pouco solúveis, como o hexadecano, ou 
solúveis, como glicose, cuja natureza química do surfactante é ramnolipídica. HEALY 
et al. (1996), verificaram a produção de ramnolipídio, contendo grupos éster e carboxil 
ligados a porção lipídica hidrofóbica, por P. fluorescens (NCIMB117/2) cultivada sobre 
óleo de oliva virgem. NIELSEN et al. (1999) identificaram um novo dipeptídio cíclico 
com propriedades surfactante e antifúngica, produzido por P. fluorescens DR54 
denominado viscosamida que apresenta propriedades distintas em relação ao 
biosurfactante viscosina produzido por algumas linhagens desta espécie. 

As aplicações biotecnológicas dos ramnolipidios são inúmeras, principalmente 
para aplicação em biorremediação em casos de contaminação envolvendo 
hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (HPA), hidrocarbonetos bifenóis policlorados 
(HBP) e de petróleo, sendo o petróleo em estado bruto considerado o maior poluente 
marinho, e os seus subprodutos, como gasolina, óleo diesel e óleos lubrificantes, os 
mais freqüentes poluentes orgânicos de solos e aqüíferos subterrâneos (NAITALI et al., 
1999).  

 
1.3. BIORREMEDIAÇÃO DE DERIVADOS DE PETRÓLEO 
 

Biorremediação é a habilidade de organismos vivos em transformar ou mineralizar 
contaminantes orgânicos gerando substâncias menos nocivas, que possam ser integradas 
ao ciclo biogeoquímico natural. Contudo, a biodegradabilidade destes contaminantes é 
influenciada por fatores como: oxigênio, pH, presença de macro e micro nutrientes, 
características físico-químicas do histórico da poluição do contaminante ambiental e das 
partículas de solo ou outras às quais os organismos e contaminantes possam estar 
adsorvidos (MARGESIN & SCHINNER, 2001).  

A biorremediação apresenta muitas vantagens por ser um tratamento natural e 
ambientalmente seguro e possuir riscos mínimos de exposição aos poluentes, além de 
ser uma alternativa barata. Porém, há algumas desvantagens que devem ser levadas em 
consideração, como, por exemplo, a transformação incompleta dos contaminantes e a 
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introdução de organismos exógenos, sendo as conseqüências desse fato ainda uma 
incógnita para os pesquisadores (MABIC, 2005).  

A maioria das substâncias contaminantes apresenta diferentes grupos funcionais 
tais como: OH, Cl, NH , NO  e SO2 2 3. Estes por sua vez comportam-se como doadores de 
elétrons sendo oxidados ou em alguns casos mineralizados por diferentes espécies 
microbianas. Alguns dos metabólitos intermediários produzidos nestas reações são 
assimilados como fonte de carbono para o crescimento microbiano (WILSON & 
BOUWER, 1997).  

A causa fundamental da difícil degradação dos compostos hidrofóbicos de alto 
peso molecular é sua baixa solubilidade em água, aumentando assim a sua adsorção ao 
solo de forma irreversível, limitando a disponibilidade destas substâncias ao ataque de 
microrganismos (KNAEBEL et al., 1994). Neste contexto, a utilização de um agente 
emulsificante aumenta os índices de biodegradação, visto que os problemas relativos á 
baixa solubilidade em água, a alta fixação e a baixa transferência desses poluentes da 
fase sólida para a fase aquosa são minimizados.  

KOCH et al. (1991), descreveram que o aumento da biodegradação de alcanos 
pela adição de ramnolipídios deve-se possivelmente a diminuição da hidrofobicidade da 
superfície celular, após a extração do lipopolissacarídio do envelope celular pelo 
ramnolipídio, possibilitando um contato direto entre as células e o hidrocarboneto. Os 
ramnolipídios do tipo R1 e R2 estão relacionados com o transporte e assimilação de 
hidrocarbonetos por P. aeruginosa (OZDEMIR & MALAYOGLU, 2004).  

KUIPER et al. (2004), isolaram a espécie Pseudomonas putida a partir de raízes 
de plantas que cresciam em um solo contaminado com hidrocarbonetos policíclicos 
aromáticos. O isolado demonstrou atividade biosurfactante ao fim da fase exponencial. 
As análises cromatográficas do sobrenadante da cultura mostraram dois picos com 
atividade redutora da tensão superficial, demonstrando a produção de dois tipos de 
biosurfactantes. Apesar da grande maioria dos estudos destinados ao isolamento e 
identificação de microrganismos serem em locais contaminados, bactérias produtoras de 
biosurfactante também são encontradas em ambientes sem registro de contaminação 
prévia. JENNINGS & TANNER (2000), observaram que até 35 % da população 
microbiana heterotrófica de um solo não contaminado era produtora de tensoativos.  

PROVIDENTI et al. (1995), avaliaram os efeitos da adição de biosurfactante 
produzido por P. aeruginosa UG2 na mineralização do fenantreno, onde foram 
conduzidos três experimentos: 1o mineralização de fenantreno por microrganismos com 
a adição do biosurfactante; 2o mineralização do fenantreno utilizando apenas o 
biosurfactante e 3o acompanhamento da mineralização do fenantreno por outra espécie 
do gênero Pseudomonas com adição do biosurfactante. Os resultados deste trabalho 
mostraram que: os microrganismos degradadores de fenantreno não são exclusivos de 
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solos contaminados com este composto; ao final do experimento não houve variação 
significativa entre a porcentagem de fenantreno degradada nos solos inoculados e nos 
não inoculados, porém, o início da degradação de fenantreno foi mais rápido nos solos 
inoculados.  

ZHANG & MILLER (1992), investigaram o potencial de biodegradação de 
octadecano por P. aeruginosa ATCC9027 com adição de ramnolipídios. A mensuração 
da tensão superficial revelou que P. aeruginosa não produz ramnolipídio durante o 
crescimento sob octadecano em meio de sais minerais, mineralizando apenas 5 % da 
concentração do substrato inicial de 1,5 mg/L. A adição de ramnolipídios ao meio 
mineral aumentou a mineralização de octadecano para 10,2, 12,8  e 19,9 %, nas 
concentrações de 100 mg/L, 125 mg/L e 300 mg/L, respectivamente. 

SANDRIN et al. (2000), verificaram o efeito de ramnolipídios no crescimento de 
Burkholderia sp sob naftaleno na presença de Cd2+. O crescimento de Burkholderia sp 
não é alterado pela adição de ramnolipídio, sendo inibido na presença de 89 µM de 
Cd2+. A eliminação da toxicidade do Cd2+ foi observada pela adição de 890 µM de 
ramnolipidio, favorecendo assim o crescimento de Burkholderia sp na presença de Cd2+. 
Estes resultados sugerem a utilização de ramnolipídios em consórcios para biorremediar 
áreas que contenham diferentes contaminantes. Isto se deve a afinidades deste 
biosurfactante por cátions como K+ < Mg2+ < Mn+2 < Ni2+ < Co2+ < Ca2+ < Hg2+ < Fe+3 
< Zn2+ < Cd2+ < Pb2+ < Cu2+< Al3+ (MULLIGAN, 2005). 

SHIN & KIM (2004), estudaram o efeito de surfactante químico e biológico na 
remoção de fenantreno e diesel em coluna de solo experimental. O biosurfactante 
ramnolipídio foi capaz de remover 67 % de fenantreno e 60 % de óleo diesel do solo. 
Em contraste, com o surfactante não iônico Tween 80, que apresentou baixa remoção 
destes contaminantes.  

URUM et al. (2004), verificaram a remoção de óleo bruto de diferentes frações de 
partículas de solos tratados com ramnolipídios e dodecil sulfato de sódio (SDS). Tanto o 
ramnolipídio quanto o SDS apresentaram remoção de 6 % de óleo bruto, com uma 
concentração micelar crítica de 0.02 e 0.2 % massa, respectivamente. 

Surfactantes químicos como o Triton X100 e o Tween 80, têm apresentado bons 
resultados em processos de biorremediação. Por outro lado, a hidrólise do SDS gera 
íons HSO4

- que conduzem a acidificação do meio, afetando negativamente a população 
microbiana (RON & RONSENBERG 2002; TIEHM et al., 1994). Desta forma, a 
utilização de tensoativos no tratamento de áreas contaminadas requer a identificação de 
organismos capazes de degradar tanto o contaminante quanto o surfactante. Segundo 
RON & ROSENBERG (2001) os microrganismos degradadores de contaminantes 
hidrofóbicos são capazes de crescer na presença de biosurfactantes produzidos por 
outras espécies, facilitando assim sua bioassimilação e biodegradação.  
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A utilização de tensoativos no tratamento de contaminantes como: 
hidrocarbonetos policíclicos aromáticos e hidrocarbonetos bifenóis policlorados, têm 
apresentado bons resultados em estudos laboratoriais e em campo. Estes contaminantes 
são substâncias que apresentam propriedades cancerígenas e mutagênicas, cuja 
incorporação na cadeia alimentar pode provocar danos irreversíveis, ao mesmo tempo 
em que representam à fração de petróleo que é mais recalcitrante aos métodos 
convencionais de remediação (KIYOHARA et al., 1982; MEZIE et al., 1992). 
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2. JUSTIFICATIVA 
 
 
As bactérias pertencentes ao gênero Pseudomonas são reconhecidas por sua 

habilidade em degradar compostos de difícil assimilação por outros organismos, 
incluindo desde moléculas simples a compostos orgânicos complexos 
(HASANUZZAMAN et al., 2004). Espécies deste gênero apresentam diversas 
aplicações biotecnológica, em especial na área ambiental, pois são capazes de sintetizar 
uma variedade de enzimas sob as mais diversas condições de cultivo (WARD et al., 
2003).  

Ramnolipídios produzido por Pseudomonas spp é um dos biosurfactantes 
glicolipídico mais estudado devido a sua aplicabilidade em biorremediação em casos de 
contaminação envolvendo petróleo e os seus subprodutos como: gasolina, óleo diesel e 
óleos combustíveis (BANAT, 1994). Entre as tecnologias utilizadas neste tipo de 
biorremediação podemos citar: a utilização de surfactantes químicos e biológicos. 
Contudo quando utilizado surfactante químico é interessante identificar organismos 
capazes de degradar tanto o contaminante quanto o surfactante para que não haja 
acúmulo de outro composto xenobiótico.  

O estudo de biosurfactantes é de grande relevância tanto industrial quanto para a 
comunidade científica na área de microbiologia, bioquímica, biotecnologia e 
biorremediação. Além disso, este estudo justifica-se pelo aumento do interesse 
industrial no desenvolvimento de tecnologias que não causem danos ao ambiente e que 
sigam a novas legislações ambientais, visando assim fontes alternativas de obtenção de 
produtos biológicos em substituição aos produtos existentes.  
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4. OBJETIVOS 

 

4.1. GERAL  
 
Avaliar a produção de biosurfactante por diferentes isolados de Pseudomonas 

utilizando fontes alternativas de carbono.  
 
4.2. ESPECÍFICOS 
 

1. Isolar bactérias do gênero Pseudomonas de efluente agroindustrial; 
 

2. Detectar a produção de biosurfactante ramnolipídico pelos isolados obtidos; 
 

3. Verificar a utilização de óleos vegetais na produção de biosurfactante; 
 

4. Caracterizar parcialmente o biosurfactante produzido sobre óleo de milho por 
cromatografia de camada delgada (CCD). 
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Abstract 
 
Three bacterial gram negative to present the growth in Siegmund and Wagner medium, 
were identify with P. aeruginosa, P. fluorescens and P. putida. The utilization screen of 
the vegetable oils revealed the best growth on SW medium containing maize oil with 
sole carbon source. The maximum values for the biosurfactant concentration obtained in 
liquid medium containing 1 % of maize oil was to 200 mg l-1 for P. aeruginosa, 56.55 
mg l-1 for P. fluorescens and 23.45 mg l-1 for P. putida after 120 h, during to 
exponential phase. The characterization of the biosurfactant produced was performed by 
thin layer chromatography and showed the presence of two spots with Rf values equal 
0.73 and 0.47. The strain P. aeruginosa distinguished from the strains P. fluorescens 
and P. putida by major adaptation to the produced biosurfactant on vegetal oil in low 
concentration of nitrogen and micronutrients.  
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1. Introduction 
 

Biosurfactants are amphiphilic molecules consisting of hydrophilic and hydrophobic 
domains. These compounds are capable of reducing surface and interfacial tension 
among liquids, solids and gases, allowing them to mix or disperse readily as emulsions, 
in water or other liquids [1]. The agent surface tensoative have many advantages in 
comparison to the synthetic surfactants, such as: low toxicity, biodegradability, great 
chemical and structural diversity [2]. Research in the biosurfactants area has expanded 
quite a lot in recent years due to its potential use in different areas, such as the food 
industry, paper and pulp industry among others, agriculture, pharmaceutics, oil industry, 
petrochemistry, [3]. 

Pseudomonas species, ubiquitous in soil and water, are of considerable scientific 
and technological importance and comprise a taxon of metabolically versatile organisms 
capable of utilizing a wide range of simple and complex organic compounds [4]. 
Rhamnolipids are compounds produced by Pseudomonas aeruginosa which reduce 
water surface tension and emulsify oil [5]. The synthesis of rhamnolipids proceeds by 
sequential glycosyl transfer reactions, each catalysed by a specific rhamnosyltransferase 
with TDP-rhamnose acting as a rhamnosyl donor and 3-hydroxydecanoyl-3-
hydroxydecanoate acting as the acceptor.L-Rhamnosyl-L-rhamnosyl-3-
hydroxydecanoyl-3-hydroxydecanoate and L-Rhamnosyl- 3-hydroxydecanoyl-3-
hydroxydecanoate, referred to as rhamnolipids 1 and 2, respectivel. They are the 
principal glycolipids produced in liquid cultures [6].  Rhamnolipid surfactants can be 
produced from various substrates, typically renewable resources such as vegetable oils 
and distillery and dairy wastes. Vegetable oils and residues from vegetable oil refinery 
are among the most used low-cost substrates for rhamnolipids production, whereas 
accumulation from glucose and hydrophilic carbon sources generate lower yields and 
are extensively explored [7]. 

The study of the production of biosurfactants by pseudomonads during many years 
was focused in the research of rhamnolipids produced by P. aeruginosa [8-9-10-11]. 
The production of a glycolipid in the form of a rhamnolipid was obtained by the growth 
of Pseudomonas fluorescens (NCIMB 11712) on virgin olive oil [12]. Recently was 
reported the biosurfactant production by strain Pseudomonas putida 21BN on soluble 
substrates, such as glucose or on poorly soluble substrates, such as hexadecane, 
presented its chemical nature as rhamnolipídic [13]. On the other hand, Bonilla et al. 
[14] identified the bioemulsifier produceted by a nonfluorescent strain of Pseudomonas 
putida ML2 as polysaccharidic nature of the biosurfactant. This is due to the great 
metabolic versatility presented by the different ones species and strains of 
Pseudomonas. The objective of this work was to verify the production of biosurfactant 
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in continues culture containing maize oil by Pseudomonas species isolated from agri-
industrial effluent.  
 
2. Material and methods 
 
2.1. Isolation of bacteria from agri-industrial effluent 
 

Samples of effluent caming from  sugar cane laudering of the S.A. Coruripe agri-
industrial where was collected and carried to the Biochemist Laboratory of the 
Vegetable Parasitism and Ambient Microbiology (Federal University of 
Alagoas/Brazil). During isolation 1 ml of the water sample was transferred asseptically 
into a 500 ml Erlenmeyer flask containing 100 ml water sterile. Aliquot of 0.1 ml was 
spread on medium MCC plates containing (g l-1): peptone, 5.0; meat extract, 3.0; NaCl, 
1.0; agar, 15.0 and 25 % sugar cane broth; pH adjusted to 7.0. Colonies morphologically 
different that appeared after three days of incubation were transferred to plates 
containing medium MCC.  
 
2.2. Screening of biosurfactant producing isolates 
 

Bacterial strains were initially assayed for rhamnolipid production using the mineral 
salt-CTAB-methylene blue agar plate method originally developed by Siegmund and 
Wagner [15]. SW medium was prepared adding 0.2 g of CTAB and 0.005 g of 
methylene blue to 1 l of mineral medium containing (g l-1) glycerol, 20.0; KH2PO4, 0.7; 
Na2PO4, 0.9; NaNO3, 2.0; Mg2SO47.H2O, 0.4; CaCl2·H2O, 0.1 and 2 ml mineral solution 
containing (g l-1): FeSO4.7H2O, 1.0; MnSO4.H2O, 1.5; (NH4)2MnO7.4H2O, 0.6; agar, 
15.0. The plates were incubated at 30 0C for 72 h.  Positive reaction for rhamnolipids 
was visualized by formation of a dark blue halo with a sharply defined around the 
colonies. Canola, sunflower, maize oils were used as carbon source as substitute of the 
glycerol. The plates were inoculated with approximately 1 x 103 cells ml-1 and  
incubated at 30 0C for 72 h.  The growth was determined in terms of c.f.u. ml-1. The 
vegetable oils were obtained commercially.  
 
2.3. Identification of strains selected 

 
The phenotypic characterization of the selected isolates was based on Gram staining, 

cell morphology and classical biochemical tests (oxidase “Kovacs”, nitrate “to nitrite”, 
catalase, test for indole, urease, citrate utilization, oxidation and fermentation of 
glucose) following the Bergey’s Manual [16]. The commercial kit API 20E 
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(BioMérieux, France) was used to identify the isolates that presented positive results in 
the glycolipidic biosurfactant production in SW medium. 
 
2.4. Growth conditions  
  

The growth medium used for production of rhamnolipid was (g l-1): yeast extract, 
0.1; NaCl, 1.0; MgSO4, 0.2; MnSO4.H2O, 0.02. Finally, 1 % of maize oil (w/v) was 
added. The fermentation process was carried out in 1000 ml Erlenmeyer flasks, 
containing 300 ml of medium. The medium was sterilized at 120 0C, 1 atm for 20 min. 
The final pH of medium was adjusted to 7.0. The concentration of inoculum consisting 
of 1 x 103 cells ml-1. Submerged microbial cultures were incubated at 30 0C at 150 rpm 
for 120 h. Aliquots of 10 ml of the culture were withdraw each 24 h for pH 
measurement, for determination of the glycolipid concentration and cell growth 
evaluation by absorbance at 600nm (OD600).  
 
2.5. Determination of Glycolipid(Rhamnolipid) production  
 

The glycolipids concentration was determined in triplicate by using orcinol assay 
[17]. To 0.1 ml of each sample from the cells culture supernatant 0.9 ml of a solution 
containing 0.19 % orcinol (in 53 % H2SO4) was added, after that heating for 30 min at 
80 0C. Then the samples were cooled for 15 min at room temperature and the A421 was 
measured. The glycolipid concentration was evaluated based on a standard curves 
prepared with L-rhamnose and converts this to the rhamnolipid concentration.  
 
2.6. Glycolipid characterization by thin-layer chromatography  
 

The cell culture supernatant was concentrated by lyophilization. The concentrate 
was treated twice with CHCl3:MeOH (2:1, v/v). The solvents were removed by 
evaporation. The material was dissolved in CHCl3:H2O (1:1, v/v) and analysed by thin-
layer chromatography (TLC) on silica gel plates (G60; Merck, Germany). 
Chromatograms were developed with CHCl3:CH3OH:H2O (65:25:4, v/v/v) as eluent 
and visualized with different reagents, i.e. ninhydrin for free amino groups, iodine 
vapours and rhodamine 6G for lipid strain, bromocresol-green for free carboxylic acid 
and Molish reagent for sugar detection [18]. 
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3. Results and discussion 
 
3.1. Screening of rhamnolipid production 
 

The production of rhamnolipids by bacterial cells was initially used as criterion of 
selection. The bulk of halo is proportional to the quantity of rhamnolipids produced by 
different isolates from analyzed agri-industrial effluent [15]. The C1 and C3 isolates 
showed halos around their colonies on SW medium plates. The halo of the C1 and C3 
isolates were 2.4 cm and 0.97 cm, respectively. However, the C2 isolate, presented 
growth in SW medium without formation of halo, but the colony diameter was equal 1.0 
cm. The C1 isolate was the species that presented the biggest halo corresponding to the 
biosurfactant production (Figure 1). Similar observations were reported by Perfumo et 
al. [19] that evaluated the production of anionic glycolipid biosurfactants in SW 
medium by P. aeruginosa AP02-1 isolated from a hot spring environment. The AP02-1 
strain grew forming colonies surrounded by halos major 2.0 cm diameter, after 24 h of 
incubation at 45 0C.  

The influence of carbon source on the growth of different bacterial isolates was 
evaluated in SW medium containing canola, sunflower and maize oils. Maize oil was 
found to be the best substrate for multiplication of C1 isolate and C3 isolate, as the 
highest cell count of 7 x 108 c.f.u. ml-1 for C1 isolate and 6 x 107 c.f.u. ml-1 for C3 
isolate were obtained from an initial count of 1 x 103 c.f.u. ml-1 with 72 h of incubation 
(Table 1). The composition of free fatty acids present in maize oil containing in major 
quantities of linoleic acid, oleic and palmitic acids that can be utilized as substrate for 
microbial growth a biosurfactant production. In general the use of vegetal oils as carbon 
source in the synthesis of biosurfactants present advantages over carbohydrates, 
therefore they are carbon sources of low cost and do not have toxic effect on the cells 
[20]. 
 
3.2. Identification of strain selection 
 

Among 15 bacterial isolates from agri-industrial effluent, three species of 
Pseudomonas were found to efficiently utilize vegetable oils as carbon source from 
growth and produce biosurfactant. Detailed biochemical characterization of the isolates 
showed (Table 2) that they were three different Pseudomonas isolates. On the basis of 
the biochemical results, morphologic characteristics together with the commercial kit 
API 20E (Table 2) was possible to identify three different Pseudomonas species: P. 
aeruginosa (C1 isolate), P. fluorescens (C2 isolate) and P. putida (C3 isolate).  
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3.3. Production of rhamnolipid in maize oil medium 
 

The isolates of P. aeruginosa, P. fluorescens and P. putida were compared for 
possible biosurfactant producing ability by cultivation in medium containing maize oil 
as the carbon source, at 30 0C for 120 h of incubation (Figure 2).  The maximum 
concentrations of the biosurfactant at 120 h after the inoculation obtained were for P. 
aeruginosa isolate around 200 mg l-1, of  56.55 mg l-1 for P. fluorescens  and 23.45 mg 
l-1 for P. putida, during exponential phase. The optical density OD600 and biosurfactant 
glycolipidic production increased gradually in parallel for five days incubation. The 
results showed that the production did not present any drastic alteration of pH. 

These results are in accordance with previous observation done by Patel & Desai 
[21] that evaluated the use of renewable water soluble byproducts in the biosurfactant 
production. After 96 h the culture supernatant fluid had an equivalent rhamnose content 
of 240 mg l-1. Similar observations were reported by Santa Anna et al. [22] that 
evaluated the production of biosurfactant by P. aeruginosa strain PA1 cultivated during 
seven days fermentation period in culture medium with the following composition (g l-

1): (NH4)2SO4, 1.0; KH2PO4, 3.0; MgSO4.7H2O, 0.2; using babassu oil as carbon source. 
The maximum concentration of rhamnolipid after 144 h of fermentation was equal 200 
mg l-1. 
 
3.4. Characterization of the biosurfactant obtained 
 

The biosurfactant extracted from the culture supernatant concentrate was developed 
by TLC and visualized with specific reagents and produced spots with different Rf 
(retention factor) values (Figure 3). The spots with Rf 0.73 and Rf 0.47 showed positive 
reactions for sugars with Molish reagent and for lipids with rhodamine B reagent, but 
negative reactions for amino groups with ninhydrin and for UV (Table 3). These results 
suggest that Pseudomonas species produces two glycolipidic biosurfactant in maize oil 
medium.  

These results are in good agreement with Haba et al. [23] who observed that 
Pseudomonas sp when cultivated in medium containing vegetable oils, produced two 
types of rhamnolipids with Rf of 0.7 and 0.45, respectively.  Similarly, the 
biosurfactants RL1 and RL2 were purified by chromatography on a column of silica gel 
60 using the solvent system CHCl3:MeOH:AcOH (65:15:2, v/v/v). The localization of 
spots was performed with a thymol spray reagent and Rf values of RL1 and RL2 were 
0.74 and 0.36, respectively [24].  

This observation is supported by results obtained by Arino et al. [25] that 
characterized by chromatography the mixture rhamnolipid produced by P. aeruginosa 
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GL1. The Rf value for different spots were calculed and it corresponds at to R1 0.72 (1 
rhamnose and 2 fatty acids); R2 0.40 (1 rhamnose and 1 fatty acids); R3 0.32 (2 
rhamnose and 2 fatty acids); and R4 0.13 (2 rhamnose and 1 fatty acids). In particular, 
the rhamnolipidic biosurfactant produced by P. aeruginosa AT10 in cultures of soybean 
oil refinery waste, was often identified a mixture of up to seven homologues 
(R2C10C10 + R1C10C10 + R2C10C12 + R1C10C12 + R1C12:1C10 + R1C12:2 + 
R1C8:2) [26]. It is well known that there are different structural variants of rhamnose 
lipids; the type produced depends on the Pseudomonas strain, the carbon source used 
and the strategy of production as well [7].  

These results indicate that P. aeruginosa secretes efficient oil/fatty acid inducible 
rhamnolipidic biosurfactant degrading maize oil. That it would be very valuable not 
only for industrial applications, but also for disposal of problematic waste oils.  
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Fig.1. Dark blue halo around the colony in SW medium associated with glycolipidic 
biosurfactant production. A: plate containing SW medium in absence of 
microorganisms, and B: plate containing SW medium inoculated with C1 isolated after 
72 h of incubation at 300C.     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



PEREIRA, D.S.T.                                Influência da fonte de carbono na produção de biosurfactante... 
 

Table 1 
Screening of different carbon source for biosurfactant production in SW medium 
containing maize, canola and sunflower oils by isolates obtained from agri-industrial 
effluent. 

Type of  Growth (c.f.u. m l-1) 
C3 Isolate (72 h) vegetable oil 0 h C1 Isolate  (72 h) C2 Isolate (72 h) 

*Maize oil 1 x103 7 x108 2 x107 6 x107

Canola oil 1 x103 5 x108 2 x107 2 x107

Sunflower oil 1 x103 3 x108 1 x107 1 x107

*Maize oil (1 %; w/v) was screened for biosurfactant production as a sole source of 
carbon in medium poor in nutrient. The study was performed in triplicate. 
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Table 2 
General characteristics of different isolates from agri-industrial effluent. 

Characteristics C1 C2 C3 
Cell Morphology    

   Gram staining Gram - Gram - Gram - 
   Motility Highly motile Highly motile Highly motile 
   Sporulation Absence Absense Absence 
Cultural     
   Mac Conkey  + + + 
   Pyocyanin* (King’s-A medium) + -  -  
   Fluorescein* (King’s-B medium) + + + 
   Pyorubin* (Nutrient agar) + - - 
   Growth at 42°C + -  -  
   Growth at 4°C  - +  -  
   Growth at NaCl 6,5% +  -   - 
   Growth on Citrate - + + 
   Production of Acetoine - - - 
   Production of Indole - - - 
   Production of H2S - - - 
   NO2 - - - 
   N2 + - + 
Biochemical    
Oxidation/Fermentation    
   Glucose + - - 
   Manitol - - - 
   Inositol - - - 
   Sorbitol - - - 
   Rhamnose - - - 
   Sucrose - + - 
   Melibiose - - - 
   Amigdaline - - - 
   Arabinose - - - 
Enzyme production    
  Catalase + + + 
  Oxidase + + + 
  β-galactosidase - - - 
  Arginine Dihydrolase + - + 
  Lisine Descarboxilase - - - 
  Ornitine Descarboxilase - - - 
  Triptofan Deaminase - - - 
  Citocrome Oxidase + + + 
  Lipase + + + 
  Gelatinase + -  -  
  Amylase + + + 
  Urease + - - 
  Caseinase +  -   - 
  Proteinase + + + 
  DNAse + + + 
  Polygalacturonase - - - 
  Pectate trans-eliminase - - + 

*Type of pigment 
- Negative result  
+ Positive result 
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Fig. 2. Production of biosurfactant (glycolipids) by isolates Pseudomonas in medium 

containing 1 % maize oil. Incubation was done at 30 0C at 150 rpm. The growth was 

expressed in Optical Density (OD600) and biosurfactant levels in rhamnolipids mg l-1. P. 

aeruginosa (■), P. fluorescens (∆) and P. putida (●). Values are averages from three 

cultures. 
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Fig. 3. Rhamnolipid components detected by thin layer chromatography. Lane 1, 

Pseudomonas fluorescens, line 2 Pseudomonas aeruginosa and line 3 Pseudomonas 

putida. The samples were applied in 20 µl volumes in TLC plates (26 cm x 3.5 cm silica 

gel column) and developed with CHCl :MeOH:H3 2O (65:25:2) solvent system. TLC 

plate was sprayed with Molisch reagent, followed by heating at 1000C for 10 min. 

Carbohydrate remained in the origin. 
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Table 3 
Thin layer chromatography parameters of the different forms of glycolipids. 

Spots Rf aUV bNinhydrin cBromocresol 
green 

dRhodamine 
 6G 

eIodine 
vapours 

fMolish 

1 0.73 
 

- - + + + + 

2 0.47 
 

- - + + + + 

Solvent system CH3Cl:CH3OH:H2O (65:25:4) 
aUV: Detection of various compounds which have native fluorescence 
bNinhydrin: Detection of free amino groups 
cBromocresol green: Detection of  free carboxylic acid 
dRhodamine 6G: Detection of lipids 
eIodine vapours: Detection of many organic compounds 
fMolish: Detection of sugar 
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6. CONCLUSÕES 

 
Com base nos resultados obtidos, foi possível concluir que: 

1. Três bactérias Gram negativas (C1, C2 e C3) obtidas a partir de efluente 
agroindustrial apresentaram crescimento em meio SW para a produção de 
ramnolipídios;  

2. Com base nas características morfoculturais e bioquímicas, juntamente com os 
resultados obtidos pelo uso do kit comercial API20E foram identificadas três 
diferentes espécies de Pseudomonas: P. aeruginosa, P. fluorescens e P. putida; 

3. O óleo de milho consistiu no melhor substrato para o crescimento de P. 
aeruginosa e P. putida sob meio SW, sendo utilizado em estudos em meio 
líquido;  

4. A produção de biosurfactante glicolipídico em meio liquido contendo 1 % de 
óleo de milho foi detectada para todos os isolados, entretanto P. aeruginosa 
apresentou maior rendimento;  

5. O isolado P. aeruginosa apresentou potencial uso em estudo de biorremediação 
de contaminantes com baixa solubilidade em água.  
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7. PERSPECTIVAS 
 

 
 Caracterizar filogeneticamente os isolados obtidos pela amplificação da 

subunidade 16S do rRNA genômico por PCR, usando o par universal de 
iniciadores para bactérias, 27F e 1522R, comparando-os com espécies do mesmo 
gênero provenientes da Coleção de Culturas Tropical (CCT) da Fundação André 
Tosello (Campinas/SP);  

 
 Otimizar a produção de biosurfactantes sob meios de cultura economicamente 

viáveis, como por exemplo subprodutos industriais; 
 

 Extrair e caracterizar os biosurfactantes obtidos no melhor meio indutor desse 
produto, visando compreender melhor as vias utilizadas pelos isolados 
selecionados para sua síntese;  

 
 Estabelecer as condições nutricionais e físico-químicas onde a produção do 

biosurfactante pelos diferentes isolados de Pseudomonas se mostre mais eficaz.  
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PRODUCTION OF BIOSURFACTANT AND EXTRACELLULAR ENZYMES 
BY DIFFERENTS STRAINS OF SPECIES OF Pseudomonas 

 
Pereira, D.S.T.1,2; Silva, A.L.S.1;  Santana Fº, A. P1.; Perovano Fº, N. 1; Silva, K.F.S. 1; 

Santos, E. S.1; Silva;  M.P.C.2 & López, A.M.Q.1
 

1Universidade Federal de Alagoas, Instituto de Química e Biotecnologia, Lab. de Bioq. 
do Parasitismo Vegetal e Microbiologia Ambiental, BR 104 N, Km 97, Maceió/AL, 
CEP 57072-970, amql@qui.ufal.br ; 2Universidade Federal de Pernambuco, CCB, 
Depto de Bioquímica 
 
The biosurfactants have many advantages in comparison to the sinthetic surfactants, 
such as low toxicity, biodegradability, and chemical and structural diversity. The 
purpose of this work was to study the application of the method of the oil spreading to 
quantify the production of surfactants by different strains of Pseudomonas [P. putida, P. 
aeruginosa, P. fluorescens, and three isolates of Pseudomonas spp. (Iso 1, Iso 2 and Iso 
3)], and also to verify the extracellular secretion of some enzymes (amylases, 
pectinases, nucleases, proteases and lipases) of the same microorganisms. The 
composition of the growth medium used in the oil spreading method was (g L-1): 2.7 
KH2PO4; 13.9 K2HPO4; 10.0 sacarose; 50.0 NaCl; 0.5  yeast extract; 1.0 NaNO3; after 
the autoclavation of this, it was added the follow autoclaved aqueous solutions (10 mL 
L-1) A (25.0 gL-1 MgSO4) and B [100.0 gL-1 (NH4)2SO4], and the filtered (0.22 �m) 
solution C (gL-1: 0.5 EDTA; 3.0 MnSO4.H2O; 1.0 NaCl; 0.1 CaCl2.2H2O; 0.1 
ZnSO4.7H2O; 0.1 FeSO4.7H2O; 0.01 AlK(SO4)2; 0.01 Na2MoO4.2H2O; 0.01 H3BO3; 
0.00001 CuSO4.5H2O). This is a modified composition of the medium described by 
Yossef et al.(2004).  Then, the optical density 600nm, and the number of cells mL-1 were 
determined at intervals of 24 h, during 120 h. Aliqüotes of the filtered growth medium 
were also analysed by the mineral oil spreading method, after the construction of a 
standard courve using different concentrations (0-1000 mgL-1) of a sinthetic surfactant 
(Duodecil Sulfate of Sodium - SDS) versus the diameter of the degradation of mineral 
oil. The maximum concentrations of the biosurfactant 120 h after the inoculation were 
247 eq. mg of SDSL-1 for Iso 1;  180 eq. mg of SDSL-1 for Iso 2, 178 eq. mg of SDSL-1 

for P. putida; 170 eq. mg of SDSL-1 for P. fluorescens; 166,2 eq. mg of SDS L-1 for P. 
aeruginosa;  and 148,4 eq. mg of SDS L-1 for Iso 3. The increase of the optical density 
was parallel to the surfactant production during the incubation time. Regarding the tests 
using different substrates in solid growth medium, 72 h after the incubation (30 + 1 ºC, 
dark), all the strains produced the analyzed enzymatic activities. Then, the tested strains 
of Pseudomonas, mainly the Iso 1, showed potencial to be used in combination with 
other microorganisms in assays of bioremediation of industrial effluents containing 
liposoluble compounds.  
Financial Support: Finep/CTHidro; BNB; Capes; CNPq; Fapeal; S.A. Usina Coruripe 
Açúcar e Álcool. 
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EVALUATION OF THE GROWTH OF Pseudomonas DIFFERENT SPECIES    
ON LUBRICANT OIL 

 
DANIELLE, S. T. PEREIRA1; 2; AMANDA LYS S. SILVA2; MARIA DA PAZ C. 

SILVA1; ANA MARIA Q. LÓPEZ2 

 

1Universidade Federal de Pernambuco; 2Universidade Federal de Alagoas. 
 
 
The great metabolic diversity of the Pseudomonas genus makes possible the use of 
these microorganisms on the ambient contaminations treatment. The intention of this 
work was to evaluate the growth of the different species of Pseudomonas on lubricant 
oil and verifying the extracellular production of rhamnolipid biosurfactant. Strains of P. 
putida, P. aeruginosa and P. fluorescens, were inoculated in solid medium containing 1 
% lubricant oil, 0.1 % NaCl and 0.1% of one of the three different nitrogen sources 
[yeast extract, NaNO3 and (NH4)2SO4]. The production of the biosurfactant was verified 
in medium described by Siegmund & Wagner (1991), which is constituted of KH2PO4; 
Na2HPO4; NaNO3; MgSO4; CaCl2; Agar; FeSO4; MnSO4; (NH4)6MnO7; CTAB and of  
methylene blue. From the evaluated species, P. putida showed a growth reduction in a 
medium containing NaNO3 and (NH4)2SO4, while P. fluorescens showed only a growth 
reduced when cultivated under  NaNO3 as nitrogen sources. On the other hand, P. 
aeruginosa did not presented any variation of growth by using the tree different studied 
nitrogen sources, being such species the one that secreted the highest concentration of 
rhamnolipid. The results point out the potential use of P. aeruginosa bioremediation 
studies of petroleum derivatives. 
 
Supported by: CAPES, BNB; Usina Coruripe Açúcar e Álcool, UFPE. 
 
Key words: Pseudomonas, biosurfactant; bioremediation  
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*INFLUENCES OF THE CARBON SOURCE IN THE PRODUCTION OF 
GLYCOLIPIDIC BIOSURFACTANT FOR Pseudomonas spp 

 
Pereira, D.S.T.1,2; Silva, A.L.S.1; Perovano Fº,N. 1; Silva, K.F.S. 1; Silva, N.H.2; Silva; 

M.P.C.2 & López, A.M.Q.1
 

1Universidade Federal de Alagoas, Instituto de Química e Biotecnologia, Lab. de 
Bioquímica do Parasitismo Vegetal e Microbiologia Ambiental, amql@qui.ufal.br; 

2Universidade Federal de Pernambuco, CCB, Depto. de Bioquímica 
 
Biosurfactants are amphiphilic compounds of large importance industrial. The purpose 
of this work was to verify the production of biosurfactants by different strains of 
Pseudomonas (C1, C2 and C3) isolated of effluent agri-industrial, having maize oil as 
carbon source. The composition of the growth medium used was (g/L): 2 MgSO4; 3 
MnSO4. H2O; 0.1 FeSO4.7 H2O; 0.1 NaCl; 0.1 yeast extract and 1% maize oil. Aliqüots 
of the filtered growth medium were utilized for measure the pH, orcinol assay and 
emulsifying unit. The different glycolipidic types were separated by TLC using 
CHCl3:CH3OH:H2O (65:25:4, v/v/v) as solvent system. On the basis of the biochemist 
results (commercial kit API 20E) were possible identify three different Pseudomonas 
species: P. aeruginosa, P. fluorescens and P. putida. The maximum concentrations of 
the biosurfactant obtained were 200.58 mg/L P. aeruginosa, 56.57 mg/L P. fluorescens 
and 23.45 mg/L P. putida. The emulsifying unit 120h after the inoculation was 2.013 P. 
aeruginosa, 0.8 P. fluorescens and 0.192 P.putida. The TLC analyses produced spots 
with different values Rf (0.73 and 0.47) showing positive reactions for sugars with 
Molish reagent. The P.aeruginosa species showed potential to be used in consortium 
with other microorganisms in assays of bioremediation.  
 
Keywords: Biosurfactant, Maize oil, Pseudomonas, Thin layer chromatography 
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