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RESUMO  

O ramnolipídio é um biossurfactante da classe dos glicolipídios, produzido pela 

bactéria Pseudomonas aeruginosa. Estudos têm mostrado que, mesmo com um 

grande potencial de uso do ramnolipídio na indústria cosmética e na área da saúde, 

este composto é, principalmente, promissor para uso na indústria do petróleo. 

Apesar dos biossurfactantes serem considerados menos tóxicos e mais 

biodegradáveis que os surfactantes sintéticos, estes compostos ainda não foram 

investigados quanto a sua ação genotóxica direta ou indireta sob o material genético 

de organismos expostos. Desta maneira, o objetivo deste trabalho foi investigar os 

possíveis danos celulares promovidos pela ação do biossurfactante ramnolipídio e 

suas implicações no material genético quando utilizado como agente biorremediador 

de águas impactadas por petróleo, por meio dos bioindicadores Allium cepa, 

Oreochromis niloticus e as células humanas mantidas em cultura - HepG2. Para a 

realização da investigação, o biossurfactante ramnolipídio foi produzido em 

condições de laboratório e a partir da concentração indicada para o uso em 

processos de biorremediação (1g/L), foram estabelecidas as concentrações 

utilizadas no estudo. Para avaliar o potencial tóxico, genotóxico e mutagênico das 

concentrações de ramnolipídio, assim como seu feito sinérgico com o petróleo, 

foram realizados os testes de germinação de sementes, aberrações cromossômicas 

e teste do micronúcleo em A. cepa; teste do micronúcleo em eritrócitos circulantes, 

ensaio do cometa com sangue periférico e células de brânquias e análise 

ultraestruturais de eritrócitos circulantes em O. niloticus; e teste do MTT, teste do 

micronúcleo e ensaio do cometa em células HepG2. Nossos resultados mostraram 

que as concentrações 1g/L e 2g/L de ramnolipídio são tóxicas para A. cepa. No 

entanto, quando as concentrações 1g/L e 10g/L foram utilizadas no processo de 

biorremediação, estas concentrações não promoveram danos tóxicos, genotóxicos 

ou mutagênicos adicionais àqueles observados para as células expostas somente às 

frações solúveis do petróleo, indicando a ausência de efeitos sinérgicos entre o 

ramnolipídio e os HPAs. Para O. niloticus, as concentrações do ramnolipídio 

utilizadas na biorremediação das águas contaminadas por petróleo apresentam 

pequena atividade tóxica, verificada pela indução da formação de vacúolos 
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citoplasmáticos e retração nuclear. Porém, as mesmas amostras não promoveram 

qualquer ação mutagênica ou genotóxica nas células do organismo teste estudado. 

Ensaio com células HepG2 (células de hepatoma humano), expostas às diversas 

concentrações do ramnolipídio e às amostras de água biorremediadas com o 

biossurfactante, indicaram atividade tóxica do biossurfactante para as concentrações 

maiores ou igual a 1g/L  e atividade mutagênica para a concentração 1g/L e as duas 

concentrações utilizadas na biorremediação (1g/L e 10g/L). Concluímos, portanto, 

que o biossurfactante ramnolipídio possui baixa atividade tóxica, genotóxica e 

mutagênica para Allium cepa e Oreochromis niloticus, mas promove danos celulares 

e alterações significativas no material genético de HepG2. Dessa forma, o 

ramnolipídio parece ser uma substância natural promissora para substituir os 

surfactantes sintéticos em programas de biorremediação do petróleo. No entanto, 

sua ação prejudicial, registradas para os testes com células humanas, indica que 

este produto, deve ser melhor investigado, e usado com cautela, principalmente para 

fins terapêuticos. 

Palavras chaves: Allium cepa, Pseudomonas aeruginosa, Oreochromis niloticus, 

HepG2, genotoxicidade e mutagenicidade. 
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ABSTRACT   

Rhamnolipids belong to the glycolipid class of biosurfactants, which are produced by 

the bacterium Pseudomonas aeruginosa. Studies have shown that, even being 

potentially used in the cosmetics industry, this compound is especially promising in 

the petroleum industry. Although the biosurfactants are considered less toxic and 

more biodegradable than the synthetic surfactants, these compounds have not yet 

been investigated when it comes to their either direct or indirect genotoxic action 

upon the genetic material of exposed organisms. Thus, the purpose of this study was 

to investigate the possible cell damage promoted by the action of rhamnolipid 

biosurfactants and their implications for the genetic material when they are used as a 

bioremediation agent of petroleum-impacted water, by using Allium cepa, Orechromis 

niloticus and human cells kept in culture – HepG2. In order to carry out this 

investigation, the rhamnolipid biosurfactant was produced under laboratory 

conditions, and the recommended concentration for use in bioremediation processes 

(1g/L) was also used; the concentrations used in the study were established. To 

assess the toxic, genotoxic and mutagenic potential of rhamnolipid concentrations, 

as well as their synergy with petroleum, seed germination, chromosome aberration 

tests and micronucleus test in A. ceppa; micronucleus test in circulating red blood 

cells, comet assay in the peripheral blood and gill cells, and ultrastructural analysis of 

circulating blood cells in O. niloticus; and MTT test, micronucleus test and comet 

assay in HepG2 cells. Our studies showed that the 1 g/L and 2 g/L rhamnolipid 

concentrations are toxic to A. cepa. However, when 1 g/L and 10 g/L concentrations 

were used in the bioremediation process, these concentrations did not cause toxic, 

genotoxic or mutagenic damage besides the ones observed for the cells exposed to 

soluble petroleum fractions only, thus indicating lack of synergy between 

rhamnolipids and HPAs. For O. niloticus, the concentrations used in the 

bioremediation of petroleum-contaminated water had little toxic activity, observed by 

the induction of cytoplasmic vacuole formation and nuclear retraction. The same 

samples, however, did not promote any mutagenic or genotoxic action to the cells in 

the test organism studied. Assays in HepG2 cells (human hepatoma cells), exposed 

to different rhamnolipid concentrations and biosurfactant remediation of water 
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samples, indicate toxic activity of the biosurfactant for concentrations higher than or 

equal to 1 g/L, and mutagenic activity for the 1 g/L concentration and the two 

concentrations used in the bioremediation (1 g/L and 10 g/L). Therefore, we conclude 

that rhamnolipid biosurfactant has low toxic, genotoxic and mutagenic activity for A. 

ceppa and O. niloticus, but it causes cell damage and significant alterations of the 

genetic material in HepG2. This way, rhamnolipids seem to be a promising natural 

substance to substitute synthetic biosurfactants in petroleum bioremediation 

programs. Nevertheless, its harmful action, observed for tests with human cells, 

indicate that this product must be better investigated and handled with care, 

especially when they used for therapeutic purposes.  

Key words: Allium cepa, Pseudomonas aeruginosa, Oreochromis niloticus, HepG2, 

genotoxicity and mutagenicity.
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1. INTRODUÇÃO 

O crescimento populacional verificado nas últimas décadas, juntamente com 

os avanços tecnológicos e o aumento dos produtos industriais, tem levado a 

economia global a uma expansão importante. Porém, a geração de resíduos e a 

conseqüente contaminação ambiental, derivada das atividades humanas, têm 

comprometido à saúde do homem e a qualidade dos ecossistemas. Em decorrência 

disso, vêm sendo adotadas diversas medidas de prevenção de riscos ambientais, na 

tentativa de impedir novos impactos, ou ainda, quando em contaminações já 

instaladas, sendo implantadas estratégias que busquem uma rápida recuperação 

das áreas degradadas. Dentre as atividades industriais que mais estão envolvidas 

com as contaminações ambientais, está a indústria do petróleo, cujos impactos 

promovidos ao ambiente podem ser vistos tanto durante a sua extração, como no 

refino, no transporte e até mesmo na utilização do petróleo e seus derivados.  

Existem muitas formas de se limpar um ambiente contaminado por óleo, 

porém, a eficácia desta limpeza depende, diretamente, da escolha acertada que se 

faz, dentre as metodologias disponíveis para aquela ação. Para a limpeza de 

ecossistemas aquáticos impactados por petróleo, existem diversas estratégias 

aplicáveis, que podem ser usadas com mais ou menos eficiência, dependendo do 

caso a ser considerado. Dentre as estratégias de despoluição destes ambientes 

temos: a limpeza natural, a remoção manual, o uso de materiais absorventes, a 

implantação de bombeamento a vácuo, o skimmer, o jateamento com água a 

diferentes pressões ou o jateamento com areia, corte de vegetação, queima in situ,

trincheiras, remoção de sedimentos e produtos dispersantes. Os dispersantes, 

conhecidos também como surfactantes, são compostos anfipáticos que se agregam 

e/ou se acumulam, preferencialmente, nas interfaces de fases fluidas que possuem 

diferentes graus de polaridade, separando-as devido à redução da tensão superficial 

e interfacial. Os surfactantes, compostos usados na descontaminação de ambientes 
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poluídos por petróleo e seus derivados, agem por meio da dispersão do óleo em 

pequenas partículas, facilitando sua retirada do ambiente e sua degradação por 

microorganismos.  

Apesar dos surfactantes serem considerados eficientes na remoção do óleo, 

estudos vêm mostrando que eles conferem uma maior toxicidade aos organismos do 

que o próprio ambiente impactado. Já foi provado que ambientes remediados com 

surfactantes demoraram mais para se recuperarem dos impactos do que os 

ambientes não remediados por estes produtos. Assim, há hoje uma preocupação 

ambiental, caracterizada por uma conscientização de sustentabilidade, que tem 

levado ao desenvolvimento de técnicas com eficiente potencial despoluidor e baixa 

reatividade orgânica, denominadas de tecnologias limpas.  

 Os biossurfactantes são compostos sintetizados por bactérias, leveduras e 

fungos filamentosos, que apresentam vantagens de utilização em programas de 

redução da poluição ambiental, quando comparados aos surfactantes sintéticos, 

pela diversidade estrutural, baixa toxicidade, alta biodegradabilidade e produção a 

partir de substratos renováveis e de baixo custo, como resíduos agro-industriais. 

Apesar destas vantagens, as características químicas destes compostos levam a 

uma preocupação sobre a sua real eficácia em processos de biorremediação. É 

sabido que são compostos químicos capazes de interagir com os lipídios da 

membrana celular, e, desta forma, alterar a estrutura, a organização e as funções da 

membrana plásmica, principalmente às relacionadas à permeabilidade seletiva, o 

que pode promover a morte celular por lise ou facilitar a passagem de compostos 

tóxicos para o interior da célula. A potencialidade dos biossurfactantes promoverem 

danos celulares merece, então, uma maior atenção, antes que estes produtos sejam 

utilizados como agentes biorremediadores.  

Para uma melhor avaliação da eficiência dos biossurfactantes na remediação 

de poluição ambiental, principalmente para os impactos causados pelo petróleo e 

seus derivados, deve ser melhor investigado o seu modo de ação, principalmente 

em relação as interações possíveis entre estes composto e o material genético dos 

organismos vivos eventualmente expostos. 
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2. OBJETIVOS 

O objetivo deste trabalho foi investigar a ação tóxica, genotóxica e 

mutagênica do biossurfactante ramnolipídio, assim como avaliar os mesmos 

parâmetros quando essa substância foi utilizada na biorremediação de águas 

impactadas por petróleo. 

Os objetivos específicos deste trabalho foram: 

1. Investigar o efeito tóxico da concentração 1g/L e 2g/L do biossurfactante 

ramnolipídio e de amostras de água resultantes de uma simulação de um 

derrame de petróleo cru pesado, biorremediado com as concentrações 1g/L e 

10g/L do biossurfactante ramnolipídio, avaliado por meio do teste de 

germinação de sementes de Allium cepa; 

2. Analisar os efeitos genotóxicos e mutagênicos promovidos em diferentes 

regiões de desenvolvimento da espécie de planta Allium cepa quando 

expostas às amostras de água resultantes de uma simulação de um derrame 

de petróleo cru pesado biorremediado com as concentrações 1g/L e 10g/L do 

biossurfactante ramnolipídio; 

3. Investigar os efeitos genotóxicos e mutagênicos da concentração 1g/L e 10g/L 

quando utilizadas na biorremediação de águas impactadas por petróleo, por 

meio da exposição dos organismos Allium cepa, Oreochromis niloticus e de 

cultura de células humanas (Hepg2); 

4. Investigação do potencial citotóxico de amostras de água resultantes de uma 

simulação de um derrame de petróleo cru pesado biorremediado com as 
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concentrações 1g/L e 10g/L do biossurfactante ramnolipídio, avaliado por 

meio de análises ultraestruturais de eritrócitos circulantes da espécie de peixe 

Oreochromis niloticus; 

5. Análise do efeito citotóxico das concentrações 0,5; 0,8; 1,0; 1,5; 1,8 e 2,0g/L 

do biossurfactante ramnolipídio por meio do teste do MTT em células HepG2; 

6. Contribuir com informações que servirão como subsídio e apoio para a 

tomada de decisões quanto à escolha do método e procedimento mais 

adequado na limpeza e recuperação de ambientes afetados por petróleo. 
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3. REVISÃO DE LITERATURA 

3.1. Contaminação dos recursos hídricos por petróleo e seus derivados 

A água é um elemento imprescindível para a manutenção da vida e também 

um fator de crescimento econômico, estando sua disponibilidade diretamente 

relacionada à possibilidade de maior desenvolvimento, inclusive social, de uma dada 

região. A importância deste bem mineral torna o seu desperdício e a poluição dos 

mananciais uma grave ameaça à existência da vida e ao desenvolvimento 

sustentável das populações humanas (LEME, 2007). 

O petróleo é considerado o recurso energético mais importante do mundo. 

Pelo seu amplo uso em diversas atividades humanas, este composto, há muito 

tempo, vem sendo explorado, transportado, estocado e utilizado pelo homem. 

Porém, esta sua intensa utilização também está associada a um aumento da 

probabilidade de riscos de acidentes, tanto com o próprio petróleo como com os 

seus derivados. Dentre os riscos mais comuns, registrados com esta classe de 

composto estão os derrames de óleos que, sem dúvida, são considerados os 

maiores indutores de problemas ambientais (KINGSTON, 2002).  

No Brasil, a forte industrialização e o desenvolvimento econômico, sobretudo 

a partir da década de 70, exigiram grande estruturação de toda a cadeia produtiva 

dos derivados do petróleo, desde novas descobertas de campos petrolíferos à 

formação de vários pólos petroquímicos e a ampliação das redes de distribuição. 

Segundo a Agência Nacional do Petróleo, em 2004 existiam no Brasil 13 refinarias, 

48 terminais aquaviários, 26 terminais terrestres, 485 bases de distribuição, 179 

distribuidoras, 33.620 postos de revenda e uma comercialização de, 

aproximadamente, 230 mil m³/dia dos principais derivados de petróleo (MARIANO, 

2006). Dessa maneira, o uso crescente de derivados de petróleo em processos 

industriais vem proporcionando a geração de uma diversidade de produtos 

intensamente utilizados pela sociedade atual. Uma das conseqüências negativas do 

uso e manipulação de hidrocarbonetos é a geração de resíduos e efluentes 
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altamente poluidores (MOREIRA e DOURADO, 2005). Além dos fatores citados 

acima, tal crescimento traz consigo também, riscos como os acidentes ambientais. 

Tais acidentes  são responsáveis por grandes contaminações do solo e da água e, 

por isso, geram grandes problemas ecológicos, sociais e de saúde pública. Estes 

riscos associados à indústria do petróleo colocam suas atividades em constante 

necessidade de gerenciamento. A avaliação dos danos no ambiente, tanto terrestre 

quanto aquático, é parte fundamental dentro das demandas geradas pelos derrames 

de óleo. Sabe-se que a periculosidade do petróleo e seus derivados, quando em 

contato com os organismos vivos, é muito grande. Os efeitos variam em intensidade, 

tipo e duração da resposta, de acordo com vários fatores, podendo ocorrer desde 

situações onde nenhuma alteração significativa é percebida, até a destruição total de 

um ecossistema (CETESB, 2004). 

Contaminações da água por hidrocarbonetos de petróleo podem ser 

resultantes de acidentes com tanques de óleo, grandes derramamentos, descargas 

de resíduos municipais e industriais, além de pequenos vazamentos diários, 

provenientes de atividades rotineiras de navegação e pesca (PACHECO e SANTOS, 

2001). Tanto o petróleo como seus derivados, quando presentes na água, 

espalham-se rapidamente, cobrindo grandes extensões com uma camada fina de 

óleo, que pode variar quanto à sua espessura (CEDRE, 2004). O movimento da 

película de óleo na água é governado por convecção e difusão turbulenta, derivados 

de ações das correntezas, ondas e ventos. À medida que a película de óleo se 

espalha sobre a superfície da água, este óleo vai sofrendo transformações na sua 

composição. Frações leves evaporam, componentes solúveis em água são 

dissolvidos e componentes imiscíveis tornam-se emulsionados. A formação da 

mistura óleo-água, ou emulsão de óleo em água, depende da turbulência da água, 

mas normalmente ocorrem poucos dias depois do derramamento inicial (WANG et 

al., 2005). Os movimentos de óleo na superfície da água, por dissolução e emulsão, 

expõem os organismos presentes no ambiente a moléculas e partículas deste óleo 

(ALBERTS, 2002). 

Os derivados de petróleo podem apresentar comportamentos variados, 

dependendo das características da área atingida. O impacto do petróleo sobre 

ambientes de água doce pode ser mais severo que os de ambientes marinhos, 

devido a pouca movimentação hidrológica desses últimos. Em rios e riachos de 
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pequena vazão, estes compostos tendem a permanecer no ambiente por um longo 

período, interagindo com gramíneas das margens ou com os sedimentos de fundo 

dos rios, afetando as relações tróficas dos organismos que interagem com estes 

microambientes (USEPA, 1999). 

Como a maior parte dos acidentes com petróleo ocorre em ambientes 

marinhos, ainda são escassos os dados sobre os potenciais efeitos da 

contaminação deste composto em ecossistemas dulcícolas (KATSUMITI, 2006). 

Desde a década de trinta vem havendo um crescimento progressivo da 

indústria do petróleo. Foram descobertos novos campos petrolíferos, aperfeiçoadas 

as explorações submarinas, construídos petroleiros transoceânicos, inaugurados 

terminais de carga e descarga de petróleo e derivados, refinarias e oleodutos 

interestaduais e internacionais. Conseqüentemente, foram sendo liberados cada vez 

mais petróleos, seus derivados e resíduos oleosos para o meio ambiente, 

decorrentes da sua utilização em motores e das lavagens de tanques, navios 

cargueiros, petroleiros, pesqueiros, da descarga de água de lastro e de vazamentos 

decorrentes das operações de transporte terrestre/aquático (CETESB, 2004).  

Nas regiões interioranas, os maiores problemas envolvendo derrames de óleo 

e derivados estão associados às dutovias. Apesar da grande tecnologia associada 

aos dutos, ainda são freqüentes os acidentes relacionados com este meio de 

transporte. A CETESB vem monitorando acidentes envolvendo dutos no estado de 

São Paulo, desde 1980, registrando a maior parte deles nas regiões metropolitanas. 

Os impactos negativos causados por estes vazamentos compreendem, de maneira 

geral, a contaminação de solos, de recursos hídricos subterrâneos e superficiais,  da 

fauna e flora da área, além de colocar em risco a vida humana (OLIVEIRA et al., 

2007). O quadro abaixo exemplifica alguns acidentes com dutos que afetaram 

diversos rios brasileiros. 
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Fonte: IBAMA (2010); CETESB (2010). 

3.2. Hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (HPAs)

O petróleo é composto basicamente por hidrocarbonetos (97%), e elementos 

como nitrogênio, enxofre e oxigênio (YENDER et al., 2002; NATIONAL RESEARCH 

COUNCIL, 2003). Os hidrocarbonetos podem ser classificados em dois grandes 

grupos: alifáticos e aromáticos. Os hidrocarbonetos aromáticos são formados por, 

pelo menos, um anel aromático e podem ser separados em dois grupos: os 

compostos monoaromáticos e os poliaromáticos, também chamados de 

hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (HPAs). Embora os HPAs correspondam à 

menor fração presente no petróleo, destacam-se por serem estáveis, persistentes no 

meio ambiente, além de poderem apresentar efeitos tóxicos para os organismos 

aquáticos. Do ponto de vista toxicológico, a principal preocupação com os HPA são 

as evidências de sua associação com diversos tipos de neoplasias em seres 

humanos, principalmente as de pulmão, bexiga, reto e esôfago (MASTRANGELO et 

al., 1996; INTERNATIONAL PROGRAMME ON CHEMICAL SAFETY- IPCS, 1998; 

XUE e WARSHAWSKY, 2005).  

Os HPAs, por serem formados por anéis aromáticos múltiplos, são mais 

resistentes à biodegradação microbiológica, sendo bastante persistentes no 

LOCAL ANO SUBSTÂNCIA DESCRIÇÃO DO ACIDENTE

Araucária - PR 2000 Óleo 

4 milhões de litros de óleo foram despejados nos rios Barigüi 
e Iguaçu - PR, devido a uma ruptura da junta de expansão 
de uma tubulação da Refinaria Getúlio Vargas (REPAR-
Petrobrás) 

São Pedro da Cipa - MT 2001 Diesel 

Vazamento de 4000 litros de óleo diesel de um duto da 
Petrobrás no Córrego Caninana, afluente do Rio 
Nhundiaquara que é um dos principais rios da região. 

Barueri - SP 2001 Óleo 

O rompimento de um duto da Petrobrás em Barueri em São 
Paulo ocasionou o vazamento de 200 mil litros de óleo que 
se espalhou por residências e atingiram as águas dos Rios 
Tietê e do Córrego Cachoeirinha. 

São Sebastião - SP 2004 Petróleo 

Na manhã do dia 18 de fevereiro de 2004 foi constatado 
afloramento de petróleo e contaminação do rio Guaecá na 
região da Praia de Guaecá, em São Sebastião. A 
PETROBRAS/TRANSPETRO identificou a causa do 
vazamento como sendo uma fenda longitudinal no oleoduto 
subterrâneo OSBAT. O vazamento atingiu o lençol freático 
do rio Guaecá, localizado em uma Unidade de Conservação 
(área do Parque Estadual da Serra do Mar - Núcleo São 
Sebastião), e o petróleo aflorou na sua nascente. 

Coari-AM 2010 Petróleo 

Vazamento de 55 mil litros de óleo bruto do poço Marta 4, da 
Petrobras, no município de Coari - AM, a 680 km de Manaus, 
atingiu um afluente do rio Urucu. 

Quadro 1. Alguns acidentes em dutos que levaram a contaminação de rios brasileiros. 
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ambiente. Entre os HPAs mais comuns encontrados no petróleo e em seus 

derivados estão o pireno, o criseno, o naftaleno, o antraceno, o fenantreno, o 

benzopireno e seus vários isômeros e derivados. Embora os efeitos tóxicos dos 

HPAs sobre os organismos sejam bem documentados, pouco se sabe sobre o seu 

mecanismo de carcinogênese. Acredita-se que as posições químicas dos anéis 

aromáticos tenham um papel importante na determinação do nível de sua 

carcinogenicidade (CUNHA, 2007).  

Como os HPAs não são mutágenos diretos, eles necessitam sofrer ativação 

metabólica preliminar para se tornarem capazes de reagir com o DNA e outras 

macromoléculas (NETTO et al., 2000). Eles são considerados potentes  

carcinógenos, pois suas moléculas possuem uma “região de baía” formada por 

ramificação na seqüência dos anéis benzênicos. Esse tipo de organização dos 

átomos de carbono confere um alto grau de reatividade bioquímica. Na verdade, os 

derivados dos HPAs, obtidos por meio de diversas reações metabólicas no 

organismo, são agentes carcinogênicos mais potentes que as moléculas originais 

dos HPAs (XUE e WARSHAWSKY, 2005; MARIN-MORALES et al, 2009) (Figura 1).  

                                            

Figura 1. HPA Benzo[a]antraceno e a indicação de sua região de baía (Modificado 
de MARIN-MORALES et al., 2009). 

A maioria dos seres vivos tem a capacidade de metabolizar xenobióticos pelo 

processo denominado biotransformação (TUVIKENE, 1995). Biotransformação é 

caracterizada como um conjunto de reações enzimáticas responsável pela 

conversão das substâncias lipossolúveis em hidrossolúveis, facilitando, assim, seu 

processo de excreção. No entanto, embora a finalidade da biotransformação de 

xenobióticos seja a desintoxicação, nem sempre o metabólito originado é menos 

tóxico do que a própria molécula química. Assim, a biotransformação de 

xenobióticos podem aumentar a toxicidade de alguns compostos químicos pela 

Região de baía 

Benzo[a]antraceno 
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formação de metabólitos eletrofílicos, extremamente reativos, que pode apresentar 

um grande potencial de se ligar, covalentemente, com macromoléculas no interior 

das células como o DNA, RNA e proteínas, resultando em diversas alterações, tais 

como distúrbios no sistema imunitário, mutações e até mesmo a morte do organismo 

(STANLEY, 1992, 1994, LANDIS e YU, 1998; GUECHEVA e HENRIQUES, 2003).  

A biotransformação dos HPAs envolve uma série de enzimas que catalisam 

reações de oxidação, redução e hidrólise (oxigenases de função mista, citocromo P-

450, NADPH-citocromo-c-redutase), bem como as que catalisam reações de 

conjugação (sulfotransferase, epóxido hidrolase, glutation-S-transferase e UDP-

glicotransferase), que estão presentes em todos os tecidos (MUTTI e 

BERGAMASCHI, 1996). Essas enzimas são vinculadas às membranas e 

apresentam ampla distribuição no organismo, com elevada concentração no retículo 

endoplasmático do fígado, rins, pulmões, intestino e vias respiratórias. Além disso, 

as enzimas CYP são caracterizadas por uma família protéica, possivelmente a maior 

família já encontrada na natureza (cerca de 215), com uma ampla distribuição entre 

as bactérias, fungos, plantas e animais (GUECHEVA e HENRIQUES, 2003).  

As monoxigenases dependentes do citocromo P450 (CYP1A) são 

responsáveis pela oxidação enzimática dos HPA. Elas agem, principalmente, sobre 

a região de elevada densidade eletrônica ou no nível da região angular da molécula 

do HPAs, formando óxidos de arenos (epóxidos), que podem, espontaneamente, 

formar fenóis ou, por ação das epóxido-hidrolases, produzirem dihidrodióis vicinais. 

Alguns fenóis são oxidados para quinonas e outros podem sofrer nova epoxidação, 

levando à formação de epóxidos secundários (dihidrodiolepóxidos). O carbono 

benzílico dos dihidrodiol-epóxidos é capaz de reagir com as bases nucleofílicas do 

DNA, notadamente a guanina, e, eventualmente, iniciar um processo mutagênico 

(MUTTI e BERGAMASCHI, 1996; ANGERER et al., 1997). 

Segundo GESAMP (The Joint Group of Experts on the Scientific Aspects of 

Marine Environmental Protection) há fortes evidências que os HPA são capazes de 

causar câncer em peixes e moluscos (KENNISH, 1996). Sua atividade mutagênica 

está fortemente relacionada com a sua própria estrutura molecular. Portanto, a forma 

molecular dos isômeros dos HPA está diretamente relacionada com a atividade 

biológica e, conseqüentemente, com sua toxicidade (IRWIN, 1997). 

Segundo relatório da CETESB (2005) estudos com animais reportam 

alterações enzimáticas nas mucosas do trato gastrointestinal e aumento no peso do 
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fígado, a partir da ingestão de HPA (efeito agudo). Também há relatos de indução 

de alterações no sistema imune, leucemia, câncer e tumores no pulmão e estômago. 

Os compostos aromáticos mais solúveis alcançam a corrente sangüínea, a partir de 

contatos com a pele ou de ingestão, podendo ser filtrados pelo sistema excretor e 

eliminados na urina. Esses compostos aromáticos têm uma capacidade, em 

potencial, de causar danos nas células sangüíneas, no tecido ósseo (medula óssea) 

e no sistema nervoso. Eles causam também irritações e dermatite na pele, na 

mucosa e nos olhos (CETESB, 2005). Cole (1994) ainda reforça que os HPA, 

derivados de derrames de óleo, podem afetar vertebrados, devido a uma tendência 

destes compostos se acumularem nos tecidos adiposos e de causarem danos ao 

fígado e rins de seres humanos. 

O quadro abaixo classifica os 16 hidrocarbonetos, considerados prioritários 

para a EPA, segundo sua atividade tóxica. 

Quadro 2. Efeitos tóxicos de 16 HPAs considerados poluentes prioritários 

pela USEPA. 

                        Fonte: Modificado de SIMS et al. (1988).

NOMENCLATURA (IUPAC) EFEITO 

Naftaleno Tóxico 

Acenafteno Mutagênico 

Antraceno Mutagênico 

Fluoranteno Carcinogênico e mutagênico 

Criseno Carcinogênico e mutagênico 

Benzo(b)fluoranteno Carcinogênico e mutagênico 

Benzo(a)pireno Carcinogênico e mutagênico 

Benzo(g,h,i)perileno Carcinogênico 

Acenaftileno Mutagênico 

Fluoreno Mutagênico 

Fenantreno Tóxico e mutagênico 

Pireno Carcinogênico e mutagênico 

Benzo(a)antraceno Carcinogênico e mutagênico 

Benzo(k)fluoranteno Carcinogênico e mutagênico 

Dibenzo(a,h)antraceno Carcinogênico e mutagênico 

Indeno(1,2,3-cd)pireno Carcinogênico 
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3.3. Surfactantes sintéticos 

Existem muitas formas de limpar o ambiente contaminado por óleo, o que leva 

à necessidade de buscar uma técnica adequada para a minimização dos impactos 

ambientais. Paradoxalmente, os procedimentos de limpeza têm sido definidos, 

principalmente, pela demanda sócio-econômica e pelos aspectos estéticos. Os 

aspectos ecológicos são, muitas vezes, colocados em segundo plano, o que leva a 

impactos adicionais e muitas vezes mais sérios do que os derivados do próprio 

derrame do petróleo (MICHEL et al., 1992; IPIECA, 2000; ITOPF, 2001; CETESB, 

2002). 

As opções mais freqüentemente utilizadas na limpeza dos ambientes 

costeiros são: limpeza natural, remoção manual, uso de materiais absorventes, 

bombeamento a vácuo, “skimmers” (equipamento desenvolvido para remover o óleo 

da superfície da água, utilizando discos giratórios e cordas absorventes), jateamento 

com água a diferentes pressões, jateamento com areia, corte de vegetação, queima 

in situ, trincheiras, remoção de sedimentos, biorremediação e produtos dispersantes 

(surfactantes) (CANTAGALLO et al., 2007). 

Segundo a CETESB (2002), uma má escolha do método de limpeza pode 

maximizar os danos ambientais. Os surfactantes são compostos anfifílicos, termo 

usado para denominar uma ampla classe de moléculas que apresentam uma poção 

molecular hidrofílica (cabeça) e outra hidrofóbica (cauda). A “cauda” geralmente é 

composta por uma ou duas cadeias carbônicas hidrofóbicas (alifática, linear ou 

ramificada; grupos aromáticos ou policíclicos). A “cabeça”, de acordo com a sua 

carga, permite classificar os surfactantes em: não-iônicos, iônicos e zwitterionicos ou 

anfóteros, conforme indicado no quadro 3 (ZANA, 2005; HAMME et al., 2006). 

                 Quadro 3. Exemplos de surfactantes comerciais e sua classificação quanto à porção 
hidrofílica 
Tipo Agente tensoativo

Catiônico 
Brometo de cetiltrimetl amônio (CTAB) 
Brometo de dodeciltrimetil amônio (DTAB) 
Cloreto de cetilpiridino (CICP) 

Aniônico 
Dodecil sulfato de sódio (SDS) 
Dihexadecil fosfato (DHF) 
Bis (2-etilhexil)sulfosuccinato sódico (Aerosol OT)

Não iônico 
Polioxietileno (9-10) p-tercotil fenol (Triton X-1000) 
Polioxietileno (23) dodecanol (brij 35) 
Polisorbatos (incluindo Tween) 

Zwitteriônicos 
3-(dodecildimetil amônio) propano 1-sulfato (SB-12)
4-(dodecildimetil amônio) butirato (DAB) 

                  Fonte. MANIASSO (2001); HAMME et al. (2006).     
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   As moléculas dos surfactantes se agregam e se acumulam, 

preferencialmente, nas interfaces de fases fluidas, que possuem diferentes graus de 

polaridade, separando as interfaces óleo/água, ar/água ou água/sólido, formando 

micelas (FIECHTER,1992; URUM e PEKDEMIR, 2004). Características como estas 

fazem dos surfactantes substâncias capazes de reduzir a tensão superficial e 

interfacial de meios líquidos, formar micro-emulsões em soluções de água e 

hidrocarbonetos, permitindo a separação das fases e reduzir a viscosidade de óleos 

crus pesados (FIECHTER, 1992; HOLMBERG, 2002; VANCE- HARROP et al., 

2003).  

 As micelas se formam após uma determinada concentração, denominada 

Concentração Micelar Critica (CMC). Essa concentração crítica dos surfactantes 

corresponde à menor quantidade requerida para maior redução da tensão 

superficial, a qual é influenciada pela temperatura, força iônica e pH (MULLIGAN, 

2005) (Figura 2).     

Figura 2. Tensão superficial, tensão interfacial e solubilidade em função da concentração de 
surfactante (MULLIGAN, 2005). 

 Os surfactantes também são capazes de formar hemi-micelas de 

monômeros de surfactantes, as quais incorporam metais pesados, sendo esses 

removidos por tensão interfacial e atração eletrostática. Os agrotóxicos, por 

exemplo, também podem ser solubilizados pelos surfactantes, facilitando sua 

degradação por microorganismos (MULLIGAN, 2005). Tais propriedades conferem a 

estas substâncias a capacidade detergente, emulsificante, espumante, espessante e 

dispersante, tornando-as um produto químico de grande versatilidade em suas 

aplicações (GREEK, 1990; 1991).   
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 Para a redução ou minimização dos danos ambientais causados pelos 

derramamentos de óleo, diversos métodos de limpeza são internacionalmente 

utilizados, sendo os surfactantes uma opção interessante como agente dispersor. 

Agentes tenso-ativos, como os surfactantes, auxiliam na descontaminação de 

ambientes poluídos por resíduos de hidrocarbonetos, por meio da dispersão desses 

em pequenas gotas, facilitando sua retirada do ambiente e sua degradação por 

microorganismos (BANAT, 1995; BOGNOLO, 1999; BANAT et al., 2000; MAIER e 

SOBERÓN-CHÁVEZ, 2000; MAKKAR e CAMEOTRA, 2001; MULLIGAN, 2005). 

A opção de uso de agente dispersor em contaminações por HPAs depende 

do tipo de ecossistema impactado, devido às características e sensibilidade 

ambiental. Outro aspecto importante a ser considerado, é o tipo de impacto sofrido, 

que é dependente do tipo de óleo derramado e dos fatores técnicos, tais como 

acesso e tipo de equipamento passível de ser utilizado, além dos custos 

operacionais (MILANELLI, 1994).  

 Segundo Healy et al. (1996), a contaminação ambiental por derrames de 

óleo, associados à surfactantes utilizados na  indústria e na limpeza de ambientes 

atingidos por esses contaminantes, principalmente em vazamentos de óleo, 

freqüentemente acabam levando a uma maior degradação do ambiente.  

Dispersantes químicos vêm sendo aplicados em marismas atingidos por 

derrames de petróleo e em inúmeras situações de simulações de contaminação 

(GETTER et al., 1984, CETESB, 2002, 2005). Em muitos casos, os dispersantes têm 

causado danos adicionais aos já provocados pelo óleo e, em alguns casos, podem 

ainda aumentar a penetração do óleo no sedimento na zona entre marés (GETTER 

et al., 1984; CETESB, 2002, 2005). Segundo a CETESB (2002) vários dispersantes, 

testados nas mesmas condições (tempo de exposição e concentração), podem 

apresentar efeitos muitas vezes mais tóxicos para as espécies de mangue do que 

quando estas estão expostas ao óleo. Quando foi aplicado dispersante em um 

manguezal logo após o óleo ter atingido as raízes das plantas deste ambiente, foi 

observada a morte dos vegetais. Estes resultados comprovam que a aplicação de 

surfactantes deve ser feita antes do óleo alcançar esse ecossistema. Além disso, 

existem casos em que a aplicação do dispersante não alterou o efeito do óleo e, em 

outros, reduziu, consideravelmente, o seu efeito. 

 Muitos países usam dispersantes na limpeza de praia. Todavia, a biota pode 

ficar exposta aos efeitos tóxicos do produto e do óleo dispersado (IPIECA, 2001). No 
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Brasil, a legislação ambiental proíbe a aplicação de dispersantes em praias 

(BRASIL, 2000). O uso de dispersantes pode ser um método atrativo para ser usado 

em recifes de coral próximos a um outro ecossistema ameaçado pelo óleo, mas por 

simulação feita no Panamá, onde foi aplicado dispersante em uma área de coral, na 

tentativa de se proteger um manguezal da contaminação por óleo cru,foi observado 

que o óleo, quimicamente dispersado causou declínio na abundância e no 

crescimento de corais e outros organismos associados (IPIECA, 1992). Outro 

trabalho que testou efeitos de cinco tipos de dispersantes de terceira geração sobre 

larvas de uma espécie de coral pôde constatar o aumento da toxicidade da mistura 

óleo-dispersante, pela indução de mortalidade, redução de taxas de estabelecimento 

e deformações morfológicas e comportamentais dos organismos (EPSTEIN et al., 

2000). Segundo Sobreira (2004), áreas rochosas contaminadas por óleo bruto, 

demoraram de 5 a 8 anos para se auto-depurarem, enquanto áreas que estiveram 

sujeitas à ação do petróleo bruto tratado com dispersante levaram de 9 a 10 anos. 

Portanto, devido ao pouco conhecimento relacionado à utilização desta 

técnica, principalmente no que se refere à toxicidade e eficiência dos produtos mais 

recentes, e também levando em consideração a sensibilidade intrínseca dos 

organismos de recifes, esta técnica deve ser evitada para esse fim (GUNDLACH e 

HAYES 1978, API 1985, NOAA 2000, CETESB 2002).  

A grande maioria dos surfactantes, disponíveis comercialmente, é sintetizada 

a partir de derivados de petróleo. Entretanto, o crescimento da preocupação 

ambiental entre os consumidores, combinado com novas legislações de controle 

ambiental, levou pesquisadores e agências ambientais à procurarem por 

surfactantes naturais, como alternativa aos produtos sintéticos existentes.  

Apesar da toxicidade e a genotoxicidade dos surfactantes ter sido investigada 

por diversos autores (WARNE e SCHIFKO, 1999, ANASTÁCIO et al. 2000, 

PETTERSSON et al. 2000, MORRALL et al., 2003; NALECZ -JAWECKI et al., 2003; 

EWA et al., 2005), os resultados obtidos ainda são considerados, relativamente, 

limitados. Devido à sua grande diversidade de aplicações e as diversificadas 

composições dessas substâncias, há um grande interesse dos pesquisadores e das 

agências de regulação ambiental em compreender melhor a atividade dos 

surfactantes sobre os organismos, antes que eles possam ser aplicados em 

programas de descontaminação por petróleo e seus derivados (EWA et al., 2005) 
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3.4. Biossurfactantes 

Os biossurfactantes constituem um grupo de diversas moléculas sintetizadas 

por microrganismos (NITSCHKE et al., 2005a; CAMEOTRA e MAKKAR, 2004), 

produzidos, principalmente, pelo crescimento aeróbio em meios aquosos a partir de 

carboidratos, hidrocarbonetos, óleos e gorduras ou uma mistura desses. Alguns 

microorganismos excretam biossurfactante no meio durante o crescimento 

microbiano, para auxiliar no transporte e translocação de substratos insolúveis 

através da membrana celular (BOGNOLO, 1999). Já alguns microorganismos 

mantêm os biossurfactantes associados à parede celular, facilitando a penetração 

dos hidrocarbonetos no espaço periplasmático (KOCH et al.,1991). Os 

biossurfactantes tornam as moléculas pouco solúveis em moléculas disponíveis aos 

microorganismos, devido ao aumento da hidrofobicidade da superfície celular de 

alguns gêneros bacterianos e/ou devido ao aumento da solubilidade desses 

compostos (ZHANG e MILLER, 1994; ALTAHHAN et al., 2000). 

Os biossurfactantes, quanto a sua estrutura química, são moléculas 

anfipáticas constituídas de uma porção hidrofóbica e uma porção hidrofílica, como os 

surfactantes. Segundo ZAJIC e SEFFENS (1984), os biossurfactantes podem ser 

classificados em cinco grupos, de acordo com a sua constituição química: (1) 

glicolipídios; (2) lipopolissacarídios; (3) lipopeptídios; (4) fosfolipídios; (5) ácidos 

graxos e lipídios neutros (quadro 3). A maior parte dos biossurfactantes é aniônica 

ou neutra; alguns são catiônicos, como, por exemplo aqueles que contém grupos 

amino (JACOBUCCI, 2000). 

Quadro 4. Tipos de biossurfactantes e os respectivos microorganismos produtores.                  

TIPO DE BIOSSURFACTANTE MICROORGANISMO
Glicolipídios
- ramnolipídios 
- sorofosfolipídios 
- trehalolipídios 

Pseudomonas aeruginosa 
Torulopsis bombicola, Torulopsis apícola 
Rhodococcus erythropolis, Mycobacterium sp. 

Lipopeptídios e Lipoproteínas
- peptídio-lipídio 
- viscosina 
- serrawetina 
- surfactina 
- gramicidina 
- polimixina 

Bacillus licheniformis 
Pseudomonas fluorescens 
Serratia marcescens 
Bacillus subtilis 
Bacillus subtilis 
Bacillus polymyxa

Ácidos graxos, lipídios neutros e fosfolipídios
- ácidos graxos 
- lipídios neutros 

Corynebacterium lepus 
Nocardia erythropolis 



29 

- fosfolipídios Thiobacillus thiooxidans

Surfactantes poliméricos
- emulsam 
- biodispersan 
- liposan 
- carboidrato-lipídio-proteína 
- manana-lipídio-proteína 

Acinetobacter calcoaceticus 
Acinetobacter calcoaceticus 
Candida lipolytica 
Pseudomonas fluorescens 
Candida tropicalis

Surfactantes particulados
- vesículas 
- células 

Actinobacter calcoaceticus 
Várias bactérias 

Fonte. Nitschke e Pastore (2002). 

Assim como a sua composição pode variar, as propriedades físico-químicas 

dos biossurfactantes também são bastante variáveis: os valores de CMC podem 

estar situados numa faixa de 1 a 200 mg/L, enquanto para os surfactantes sintéticos 

os valores podem chegar a 2420 mg/L, como no caso do dodecilsulfato de sódio 

(SDS). As massas molares dos biossurfactantes situam-se entre 500 a 1500 Da 

(VAN HAMME et al., 2006). 

Quando comparados aos surfactantes de origem química, os biossurfactantes 

oferecem diversas vantagens, tais como: (a) aceitabilidade ecológica, pois são 

potencialmente aplicáveis em proteção ambiental (RAHMAN et al., 2002) pela sua 

baixa toxicidade e alta biodegradabilidade (COSTA et al., 2006; MAKKAR & 

CAMEOTRA, 2002; RAHMAN et al., 2002); (b) são efetivos em ampla faixa de 

temperatura e pH (BANAT et al., 2000; MULLIGAN, 2005); (c) podem ser produzidos 

a partir de fontes renováveis (NITSCHKE et al., 2005b; BENINCASA et al., 2002); (d) 

podem ser mais eficientes que os surfactantes químicos (BANAT, 1995).  

Segundo revisão realizada por Nitschke e Pastore (2002), o maior mercado 

para os biossurfactantes é a indústria petrolífera, onde eles podem se aplicados, 

principalmente, em biorremediação e dispersão no derramamento de óleos, remoção 

e mobilização de resíduos de óleo em tanques de estocagem e a recuperação 

melhorada de petróleo. Além disso, podem ser utilizados no melhoramento da 

qualidade do óleo, na síntese de novos polímeros, cosméticos e produtos 

relacionados e na síntese de bioplásticos. A utilização in situ e ex situ de 

biossurfactantes tem sido bastante estudada e desponta como alternativa viável 

para diversos campos específicos (MEIRA, 2007). 
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 Os acidentes com derramamento de óleo se tornaram numerosos e têm 

causado muitos problemas ecológicos e sociais. Como os biossurfactantes 

aumentam a interação superficial água e óleo, aceleram a degradação de vários 

óleos por microrganismos e promovem a biorremediação de águas e solos 

impactados (BANAT, 1995). Uma vez que microrganismos degradadores estão 

presentes nos ecossistemas aquáticos, a biodegradação constitui um dos métodos 

mais eficientes de remoção de poluentes (ATLAS, 1991).  

 Os biossurfactantes podem ser usados diretamente para emulsificar e 

aumentar a solubilidade de contaminantes hidrofóbicos no solo. Alternativamente, 

podem ser utilizados microrganismos produtores ou a adição de fatores de 

crescimento de microrganismos selvagens capazes de produzir estes compostos 

(LANG e WAGNER, 1993). Alguns estudos demonstraram que o uso de 

biossurfactantes aumenta a biodisponibilidade de compostos aromáticos pouco 

solúveis, como os HPAs. O tratamento de amostras contaminadas por fenantreno e 

naftaleno com biossurfactantes resultou em aumento nas suas taxas de 

mineralização e solubilização (NITSCHKE E PASTORE, 2002).  

 O uso de biossurfactantes na biodegradação de pesticidas vem sendo objeto 

de investigação. Surfactante produzido por Pseudomonas mostraram-se eficientes 

na degradação de hexaclorociclohexano e também emulsificaram, em menor grau, 

outros organoclorados como DDT e o ciclodienos (KARANTH et al., 1999). Os 

biossurfactantes também são utilizados na biorremediação de locais contaminados 

com metais pesados tóxicos como urânio, cádmio e chumbo (MILLER, 1995). 

Surfactantes produzidos por Arthrobacter, Pseudomonas, Corynebacterium e B.

subtilis demonstraram resultados promissores na remoção de piche em areias 

contaminadas (BOGNOLO, 1999). 

Resíduos e frações de óleos pesados que se sedimentam no fundo de 

tanques de estocagem são altamente viscosos e podem se tornar depósitos sólidos 

que não são removidos através de bombeamento convencional. A remoção requer 

lavagem com solventes ou limpeza manual, ambas perigosas, demoradas e caras. 

Um processo alternativo de limpeza é o uso de biossurfactantes que promovem a 

diminuição na viscosidade e a formação de emulsões óleo e água, facilitando o 

bombeamento dos resíduos e a recuperação do óleo cru, após quebra da emulsão. 

Os sólidos resultantes da ação dos biossurfactantes carregam uma quantidade 
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limitada de óleo residual, tornando o descarte destes resíduos menos problemático 

(BOGNOLO, 1999). 

Segundo Banat et al. (1991), a utilização de biossurfactantes para a limpeza 

de tanques, em substituição aos surfactantes convencionais, promove a limpeza e 

recuperação de 90% dos hidrocarbonetos presentes no resíduo. 

A MEOR, uma tecnologia de recuperação terciária do petróleo, consiste em 

utilizar microrganismos ou produtos de seu metabolismo para a recuperação de óleo 

residual (BANAT, 1995). Segundo o autor, os microrganismos produzem polímeros e 

surfactantes que reduzem a tensão superficial óleo-rocha, reduzindo as forças 

capilares que impedem a movimentação do óleo através dos poros da rocha. Os 

biossurfactantes também auxiliam na emulsificação e na quebra dos filmes de óleo 

das rochas. O mecanismo de MEOR, in situ, deve-se, provavelmente, a múltiplos 

efeitos dos microrganismos no ambiente e no óleo. Estes efeitos incluem: formação 

de gás e aumento da pressão; produção de ácido e degradação da matriz calcárea; 

redução na viscosidade do óleo e da tensão interfacial pela produção de 

biossurfactantes; produção de solventes; degradação de macromoléculas do óleo, 

resultando em diminuição da viscosidade (NITSCHKE E PASTORE, 2002).  

A utilização de biossurfactantes em MEOR envolve várias estratégias, como a 

injeção de microrganismos produtores de biossurfactantes no reservatório e 

subseqüente propagação in situ; ou a injeção de nutrientes no reservatório, 

estimulando o crescimento de microrganismos selvagens produtores de 

surfactantes; ou, ainda, a produção de biossurfactantes em reatores e posterior 

injeção no reservatórios (BANAT, 1995). Esta última estratégia é mais cara, devido à 

necessidade de capital para produção, purificação e introdução do biossurfactante 

(NITSCHKE E PASTORE, 2002).  As outras estratégias requerem que o reservatório 

contenha bactérias capazes de produzir quantidades suficientes de biossurfactantes 

(BANAT et al., 2000).  

A surfactina, um dos mais conhecidos biossurfactantes, possui várias 

aplicações farmacêuticas como a inibição da formação de coágulos; formação de 

canais iônicos em membranas; atividade antibacteriana e antifúngica; atividade 

antiviral e antitumoral (PEYPOUX et al., 1999). O biossurfactante produzido por R. 

erythropolis inibiu o vírus do herpes simples e vírus da parainfluenza (UCHIDA et al., 

1989). A iturina, lipopeptídio produzido por B. subtilis, demonstrou atividade 

antifúngica, afetando a morfologia e a estrutura da membrana celular de leveduras 
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(THIMON et al., 1995). Segundo Nitschke e Pastore (2002), biossurfactante 

produzido por Lactobacillus inibiu a adesão de bactérias entéricas patogênicas.  

Os biossurfactantes são usados na agricultura, especialmente em 

formulações de herbicidas. Os compostos ativos destas formulações são geralmente 

hidrofóbicos, sendo necessários agentes emulsificantes para dispersá-los em 

soluções aquosas (LIN, 1996). Surfactantes de Bacillus foram utilizados para 

emulsificar formulações de agrotóxicos organofosforados imiscíveis (PATEL e 

GOPINATHAN, 1986). Dentre os biossurfactantes, os ramnolipídios possuem 

potencial para o controle biológico de fitopatógenos que produzem zoósporos 

(STANGUELLINI e MILLER, 1997). 

Compostos tenso-ativos, produzidos por culturas de Pseudomonas sp. e 

Alcaligenes sp., foram utilizados para flotação e separação de calcita (CaCO3) e 

scheelita. A recuperação foi de 95% para CaCO4 e 30% para CaCO3, ressaltando 

que reagentes químicos convencionais são incapazes de separar estes dois 

minerais (KOSARIC et al.,1984).

O biodispersan, polissacarídeo aniônico produzido por A. calcoaceticus A2, foi 

utilizado na prevenção da floculação e dispersão de misturas de pedra calcárea e 

água (ROSENBERG et al., 1988). Biossurfactantes de C. bombicola demonstraram 

eficiência na solubilização de carvão (POLMAN, et al.,1994). 

Sorolipídios e ramnolipídios são os biossurfactante glicolipídicos mais 

amplamente utilizados na indústria dos cosméticos (LOURITH e 

KANLAYAVATTANAKUL, 2009), devido a sua compatibilidade com as células da 

pele, sendo utilizados na constituição de cremes faciais (YAMANE, 1987; BROWN,

1991). Existem patentes para o uso de ramnolipídio como lipossomas e emulsões, 

componentes importantes para produção de diferentes cosméticos (ISHIGAMI et al. 

1988). Segundo Lang e Philp (1998), os biossurfactantes micolatos também são 

adequados para aplicações em cremes, pastas e filmes. 

A emulsificação tem um papel importante na formação da consistência e 

textura, bem como na dispersão de fase e na solubilização de aromas (BANAT et al., 

2000). Os biossurfactantes são utilizados como emulsionantes no processamento de 

matérias-primas. Esses agentes tenso-ativos encontram aplicação em panificação e 

em produtos derivados de carne onde influenciam suas características renológicas e 

a emulsificação de gorduras (VATER, 1986). O bioemulsificante produzido por 
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Candida utilis tem sido utilizado em molhos prontos para saladas (SHEPHERD, et 

al.,1995). 

Busscher et al. (1996) descobriram que um biossurfactante produzido pela 

bactéria termofílica Streptococcus spp pode ser usado para controle de incrustações 

em pasteurizadores, pois retardam a colonização de Streptococcus thermophilus. 

Outros campos de utilização dos biossurfactantes incluem as indústrias de 

papel, têxtil e cerâmica. O biodispersan tem aplicação na indústria de tintas, (LIN, 

1996), pois gera maior espalhabilidade e aumenta as propriedades de mistura. 

Também tem sido utilizados biossurfactantes para a estabilização de espuma 

necessárias na fabricação de extintores de incêndio (REISER, et al., 1989).  

3.5. Bioindicadores de impactos ambientais 

A água é um meio indispensável para a manutenção da vida no planeta. Além 

disso, a água é imprescindível para o desenvolvimento da agricultura, indústria, 

produção de energia e transportes. No entanto, atividades antrópicas influenciam na 

qualidade das águas de forma negativa, promovendo a degradação dos 

ecossistemas aquáticos, o que nos alerta sobre a necessidade de monitoramentos 

ambientais que permitam identificar os níveis de impacto e suas conseqüências para 

os organismos que dependem direta ou indiretamente desse bem natural (WOLSKA, 

et al.,2007) 

Desde a década de 70, pesquisadores e gestores de recursos hídricos da 

Europa Ocidental e da América do Norte argumentam que as metodologias 

tradicionais de classificação de águas, baseadas em características físicas, químicas 

e bacteriológicas, não são suficientes para analisar a sua qualidade e atender aos 

seus usos múltiplos (CAIRNS e PRATT, 1993). Para a realização de avaliações 

eficientes, é de fundamental importância a aplicação de análises integradas, que 

associem respostas de metodologias tradicionais aos aspectos biológicos do sistema 

(METCALFE, 1989; ROSENBERG e RESH, 1993).  

O uso de bioindicadores e biomarcadores vem sendo, nas últimas décadas, 

amplamente utilizado na avaliação da toxicidade de compostos químicos originados 

de atividades antrópica (OLIVEIRA RIBEIRO e SILVA DE ASSIS, 2005). 

Bioindicadores são definidos como uma espécie capaz de indicar os primeiros sinais 

de estresse ambiental causado por contaminantes, em diferentes níveis de 

organização biológica (ADAMS, 2002). Biomarcadores são alterações biológicas que 
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expressam a exposição e/ou o efeito tóxico de poluentes presentes no ambiente 

(WALKER et al., 1996). Um biomarcador eficiente deve apresentar grande 

susceptibilidade, boa sensibilidade, relativa especificidade e baixo custo de análise 

(STEGEMAN et al., 1992; BAINY et al., 1993). 

Como os ecossistemas são ambientes dinâmicos e interativos, os estudos de 

identificação da influência de xenobiontes devem ser feitos em diferentes 

organismos, pois os efeitos e a influência de diferentes contaminações não deve se 

limitar, apenas, aos organismos diretamente expostos a um ambiente poluído. 

Diversos organismos, desde microorganismos até cultura de células humanas, 

podem ser utilizados como indicadores de impactos ambientais. 

Dentre os diversos bioindicadores utilizados para o estudo dos efeitos tóxicos 

causados por diversos xenobióticos destaca-se a espécie Allium cepa; diversas 

espécies de peixes; e células de mamíferos mantidas em culturas, como as HepG2, 

que são células metabolizadoras que permitem a análise das atividades de agentes 

pró-mutágenos. 

3.5.1. Bioindicador: Allium cepa (cebola)

As plantas superiores apresentam características que os tornam excelentes 

bioindicadores para avaliar impactos ambientais causados por xenobióticos, sendo 

freqüentemente utilizados em estudos de monitoramento. Essa característica se 

deve à sua sensibilidade para detectar substâncias mutagênicas em diferentes 

ambientes e também devido a possibilidade de se avaliar diversos parâmetros 

genéticos, que vão desde mutações pontuais até aberrações cromossômicas (CA) 

em células de diferentes órgãos e tecidos, tais como folhas, raízes e pólen (GRANT, 

1994).

Dentre os vegetais superiores, Allium cepa tem sido indicado como um 

eficiente organismo-teste de citotoxicidade e genotoxicidade (FISKEJÖ, 1985; 

MATSUMOTO et al., 2005, 2006; FERNANDES et al., 2007 e 2009; LEME et al., 

2008; CARITÁ et al., 2008; LEME e MARIN-MORALES, 2009). O uso deste sistema- 

teste foi introduzido por Levan (1938), quando o autor observou que a colchicina 

promovia distúrbios no fuso mitótico das células deste organismo. Desde então, a 

espécie tem sido citada como um dos melhores sistemas-teste utilizados para a 

avaliação do potencial genotóxico de substâncias químicas ambientais, devido ao 

seu baixo custo, boa sensibilidade, eficiente correlação com sistema-teste de 
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mamíferos e crescimento rápido de suas raízes (GRANT, 1982; RANK; NIELSEN, 

1994; SMAKA-KINCL et al., 1996; CHAUHAN et al., 1999; ATEEQ et al., 2002; 

FATIMA e AHMAD, 2006; MATSUMOTO et al., 2006; FERNANDES et al., 2007; 

MIGID et al., 2007). Além disso, também fornece parâmetros microscópicos como 

alterações anafásicas, aderências cromossômicas, pontes, fragmentações 

cromossômicas, C-metáfases e micronúcleos, que podem caracterizar evidências de 

eventuais mutações no material genético da célula (FERNANDES et al., 2007 e 

2009). 

Segundo Leme e Marin-Morales (2009), entre os parâmetros analisados no 

sistema-teste A. cepa, as alterações cromossômicas são as mais utilizadas para se 

detectar genotoxicidade de agentes diversos. Já o índice mitótico e algumas 

anomalias nucleares são utilizados para avaliar a citotoxicidade, enquanto que a 

análise de micronúcleos é indicada para avaliação dos efeitos mutagênicos de 

diferentes substâncias químicas.  

Ao longo das várias décadas, muitos autores propuseram modificações nos 

testes realizados com o sistema A. cepa, para que estes se tornassem mais 

sensíveis na avaliação de químicos ambientais e de amostras complexas. Ma et al. 

(1995) propuseram modificações do teste, introduzindo a avaliação de efeitos 

mutagênicos pela indução de micronúcleos em células F1 de raízes de cebola 

expostas a poluentes ambientais 

Para Ma et al. (1995), dentre todos os end points verificados em células 

meristemáticas de vegetais, os micronúcleos são os mais efetivos e simples para 

indicar danos citológicos. Porém, para Rank e Nielsen (1997), a avaliação de 

alterações cromossômicas como end point não é válida apenas para detecção do 

potencial genotóxico, mas também para avaliação de mecanismos de ação dos 

agentes testados, fornecendo informações tanto de efeitos clastogênicos como de 

efeitos aneugênicos. De acordo com Leme e Marin-Morales (2009), mesmo que as 

análises de micronúcleos em células meristemáticas e em células F1 sejam 

adequadas para monitoramento ambiental, é recomendável a realização de uma 

análise combinada de micronúcleos em células meristemáticas e F1 e a análise de 

alterações cromossômicas em células meristemáticas, a fim de tornar os resultados 

mais confiáveis.  

Estudos de sensibilidade e de correlação entre sistemas-teste são 

fundamentais para a avaliação mais precisa de riscos ambientais, bem como para a 
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extrapolação de dados para outros organismos alvos (LEME e MARIN-MORALES, 

2009). O sistema-teste A. cepa tem mostrado alta sensibilidade e boa correlação 

quando comparado com outros sistemas teste, principalmente com os de mamíferos 

(CHAUHAN  et al., 1999). Bianchi (2008) demonstrou essa característica ao avaliar 

os efeitos genotóxicos do agrotóxico Malation. A autora obteve resultados positivos 

tanto no sistema-teste A. cepa como em células de mamíferos mantidas em cultura, 

reforçando a eficiência e compatibilidade dos resultados obtidos para os dois 

organismos utilizados como bioindicadores. 

3.5.2. Bioindicador: Peixes

Os peixes são organismos muito utilizados nas avaliações de toxicidade 

ambiental, por apresentarem características especiais como, por exemplo, ampla 

distribuição geográfica (RODRIGUEZ-CEA et al., 2003) e alta sensibilidade às 

mudanças ambientais. Somado a essas características, como participam de 

diferentes níveis tróficos, são importantes também para as avaliações do potencial 

de bioacumulação de um dado poluente, como os metais pesados e os compostos 

orgânicos (DE LEMOS E TERRA, 2003). Como os peixes fazem parte da 

alimentação humana, eles podem afetar, diretamente, a nossa saúde, o que torna o 

seu uso ainda mais atrativo para os programas de biomonitoramento da poluição 

aquática (RAJAGURU et al., 2002; ZHOU et al., 2008). Desta forma, estes 

organismos têm sido amplamente utilizados em avaliações laboratoriais de 

toxicidade e como indicadores biológicos da qualidade de recursos hídricos.  

Para que uma espécie de peixe possa ser considerada um bom organismo 

indicador da qualidade da água, ela deve ser residente, ou seja, não apresentar 

migração trófica ou reprodutiva, ser constante no ambiente e os espécimes 

selecionados para o experimento não devem apresentar displasias e/ou 

tumores/neoplasias, externamente detectáveis nos tecidos analisados (MALABARBA 

et al., 2004). Sanchez-Galan et al. (1998) acrescentam que, para que uma espécie 

seja ideal para estudos de genética toxicológica, é necessário que esta se encontre 

distribuída nos diversos ecossistemas; apresente alta sensibilidade na detecção de 

poluentes, mesmo quando estes estiverem presentes em baixas concentrações no 

ambiente; seja adequada para ensaios laboratoriais; e permita captura de indivíduos 

em populações naturais, sem o comprometimento da conservação da espécie. 
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Muitas espécies de peixes são usadas como sentinelas para a avaliação da 

qualidade da água por oferecer diversos parâmetros de avaliação (RAMSDORF, 

2007; RIVERO et al., 2008). Os parâmetros genéticos, que são indicados para a 

identificação dos efeitos dos poluentes e para a avaliação das alterações do 

potencial tóxico ou genotóxico dos contaminantes, oferecem importantes 

informações sobre a característica ambiental, após um impacto sofrido (JESUS e 

CARVALHO, 2008).  

Segundo Kligerman (1982), os primeiros pesquisadores a utilizarem peixes na 

avaliação de efeitos mutagênicos de agentes químicos foram Tsoi (1970, 1974) e 

Longwell (1976), sendo este último o primeiro a usar a análise citogenética para 

avaliar danos cromossômicos de peixes coletados em ambientes poluídos.

O teste do micronúcleo e anormalidades nucleares e do ensaio do cometa 

são importantes ferramentas utilizadas para avaliar danos no material genético de 

organismos expostos a substâncias químicas com potencialidade genotóxica e 

mutagênica, sendo esses testes aplicados, com sucesso, em espécies peixes 

(CARITÁ, 2010).  

O teste do micronúcleo foi originalmente desenvolvido para mamíferos, mas 

foi, subseqüentemente, modificado para aplicação em peixes (CARRASCO, 1990; 

AL-SABTI e METCALFE, 1995). Em geral, para a realização do ensaio do 

micronúcleo, podem ser amostradas células de vários tecidos como brânquias, 

epitélio (ÇAVAS e ERGENE-GÖZÜKARA, 2005), fígado (RAO et al., 1997), rim 

(PALHARES e GRISOLIA, 2002; RODRIGUEZ-CEA, 2003; BARŠIENÉ et al., 2006) 

e sangue periférico (PALHARES e GRISOLIA, 2002; VENTURA et al., 2008).  

A aplicação do teste do micronúcleo em eritrócitos de peixe é muito popular. 

Os tecidos de proliferação de eritrócitos estão localizados nos órgãos 

hematopoiéticos, sendo que, nos peixes, o rim anterior é o principal deles. O timo e o 

endotélio do coração e dos vasos sanguíneos são os locais de menor atividade 

hematopoiética (SOLDATOV, 2005). Segundo Schlegel e MacGregor (1984), 

enquanto os eritrócitos micronucleados dos órgãos hematopoiéticos refletem um 

dano genotóxico que ocorreu durante um tempo equivalente ao ciclo celular, os da 

circulação periférica refletem eventos que ocorreram em um tempo igual ao da vida 

útil dos eritrócitos circulantes. Portanto, a aplicação do teste do micronúcleo em 

amostras de sangue periférico é especialmente indicada para as condições de 
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exposição crônica. Este é o caso, por exemplo, de estudos ecotoxicológicos, in situ,

utilizando tanto espécies marinhas como de água doce.  

Os peixes são sensíveis aos efeitos de contaminantes ambientais, sendo que 

algumas espécies respondem de maneira similar à resposta dos mamíferos (AL-

SABTI e METCALFE, 1995), podendo, então, ser usados para avaliar possíveis 

propriedades genotóxicas de agentes físicos e químicos. Os ensaios de micronúcleo 

em peixes têm se mostrado bem adequados, quando usados para a avaliação do 

potencial genotóxico de várias substâncias como a aflatoxina B1, as bifenilas 

policloradas - PCBs (AL-SABTI, 1986), o benzo[a]pireno (MARIA et al., 2002; 

GRAVATO e SANTOS, 2003), o cádmio (RODRIGUEZ-CEA et al., 2003), o cromo 

(AL-SABTI et al., 1994; MATSUMOTO et al., 2006), o mercúrio e o selênio (AL-

SABTI et al., 1994);  a mitomicina C (BAHARI et al, 1994; PALHARES e GRISOLIA, 

2002) a ciclofosfamida (RODRIGUEZ-CEA et al., 2003) e o raio-X (BAHARI et al, 

1994).  

Além da avaliação ambiental realizada por meio de endpoints como 

aberrações cromossômicas, trocas entre cromátides-irmãs e a formação de 

micronúcleo, o ensaio cometa também tem sido bastante utilizado. Segundo Pax-Y-

Miño et al. (2002) essa ensaio é de fácil aplicação; permite a obtenção de resultados 

em tempo reduzido e a detecção de danos diretos no DNA. São utilizados dois 

protocolos principais para execução do ensaio do cometa, onde a variação se dá, 

basicamente, pela diferença do pH utilizado no teste (versão neutra e versão 

alcalina). Östling e Johanson (1994) foram os primeiros a desenvolverem a técnica 

de eletroforese em microgel para detectar danos no DNA em célula individual, sob 

condições de pH neutro. Subseqüentemente, Singh et al. (1988) desenvolveram 

uma técnica de microgel que envolve eletroforese sob condições alcalinas (pH 13). 

Com a elevação do pH, a sensibilidade do teste foi aumentada, podendo-se 

visualizar, além das quebras de fita dupla e crosslink, visualizadas na versão neutra, 

as quebras de fita simples e os sítios álcali-lábeis. (TICE et al., 2000). A partir de 

então, os estudos de monitoramento in situ e em laboratórios, realizados com 

peixes, tem utilizado a versão alcalina do ensaio do cometa, que é um teste de 

genotoxicidade que avalia os contaminantes ambientais.  

As células mais utilizadas para avaliação de danos no DNA, por meio do 

ensaio do cometa, em peixes, são os eritrócitos circulantes (LEE e STEINERT, 

2003). No entanto, diversos autores têm utilizado suspensão de células de 
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brânquias, por essas estarem em contato direto com o meio ambiente e, 

conseqüentemente, com os xenobiótico presentes na água (DIECKMAN et al., 2007; 

CAVALCANTE et al., 2008; ALI et al., 2009). O ensaio do cometa pode ser realizado 

em qualquer tipo celular, desde que se obtenha células individualizadas. Kilemade et 

al. (2004), após análise de danos no DNA em células obtidas de diversos tecidos 

como epiderme, brânquias, baço e fígado da espécie de peixe Scophthalmus 

maximus L., verificaram que as células de fígado e de brânquia são mais sensíveis 

que as células de baço e da epiderme. 

 3.5.3. Bioindicador: Cultura de HepG2 (Human hepatocellular liver carcinoma 

cell line)

Segundo Morales (2008), o uso de culturas de células é uma alternativa 

eficiente para ser aplicada em diversos ensaios de toxicidade, pela sua facilidade de 

manipulação e observação de parâmetros microscópicos, bioquímicos e 

moleculares. O modelo in vitro ganhou, nos últimos anos, uma ampla aceitação na 

investigação toxicológica, por proporcionar ferramentas avançadas, protocolos 

confiáveis e possuir diferentes aplicações, desde estudos de morte celular até a 

toxigenômica (MAZZEO, 2009).

Métodos in vitro possibilitam uma melhor padronização das etapas 

experimentais, possibilitando manipular ou introduzir variáveis desejadas, como 

tempo de tratamento, tipos de combinações das substâncias testadas, temperatura, 

pH, dentre outros (BRUSICK, 1987; CARVALHO, 1996), sendo adequados para a 

determinação de mecanismos de ação de agentes tóxicos (BRUSICK, 1987).  

Testes in vitro, com células de mamíferos, podem ser utilizados nos estudos 

de avaliação da mutagenicidade e genotoxicidade dos químicos ambientais 

(CARDOZO et al., 2006), pois apresentam uma boa correlação entre o efeito 

observado e o efeito esperado no homem (BRUSICK, 1987). 

Várias linhagens celulares de mamíferos podem ser utilizadas em testes de 

genotoxicidade de amostras ambientais, como as células de hepatoma de 

camundongo (HTC), células de hepatoma humano (HepG2), células de carcinoma 

humano (HeLa), células de ovário de hamster (CHO), células de pulmão de hamster 

(V79 e CHL), células epiteliais de pulmão humano (L132 e A549), células endoteliais 

da veia umbilical humana (HUVEC), fibroblastos de ratos (L929), fibroblastos 

humanos (RTL-W1 e NIH-3T3), leucócitos de ratos e camundongos e linfócitos 
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humanos. Dentre as linhagens utilizadas em mutagênese, as células 

metabolizadoras, que expressam as enzimas de fase I e de fase II, são muito usadas 

em avaliações ambientais, pois possuem um papel fundamental na metabolização e 

detoxicação de xenobióticos que podem reagir com o DNA e, assim, induzir 

possíveis eventos mutacionais (TSUBOY et al., 2007). Testes utilizando células 

metabolizadoras mantidas em cultura, como as HTC e HepG2, constituem umas das 

melhores ferramentas para se detectar e avaliar os riscos que compostos químicos 

podem conferir a saúde do homem, pois são capazes de refletir o metabolismo de 

compostos genotóxicos melhor do que outros modelos in vitro, que exigem ativação 

metabólica exógena (GÁBELOVÁ et al., 2004; PARK e CHOI, 2007).  

Cultura de células HepG2, uma linhagem celular derivada de hepatomas 

humanos, tem sido considerada uma importante ferramenta para avaliação  de 

mutágenos e, principalmente, de pró-mutágenos (VALENTIN-SEVERIN et al., 2003; 

KNASM� ULLER et al., 2004). São facilmente manuseadas e possuem a maioria das 

características morfológicas das células do fígado, além de conter grande parte das 

enzimas responsáveis pela ativação de vários compostos (VALENTIN-SEVERIN et 

al., 2003). Desta maneira, estas células vêm sendo consideradas uma ferramenta 

importante para avaliação da genotoxicidade, pois vários compostos genotóxicos 

são mutágenos indiretos (KNASM� ULLER et al.,1998; VALENTIN-SEVERIN et 

al.2003, KNASM� ULLER et al., 2004). 

As células HepG2 foram isoladas, em 1979, de hepatoblastoma primário e 

apresenta morfologia semelhante ao epitélio e ao parênquima hepático, além de 

manter a capacidade de sintetizar e secretar a maioria das proteínas plasmáticas 

características das células normais do fígado humano (KNASMULLER et al., 1998). 

Essas células conservam as atividades das enzimas de fase I, tais como as do 

citocromo P450 CYP1A1, CYP1A2, CYP2B e CYP2E1, como também as enzimas 

da fase II, incluindo glutationa-S-transferases, sulfotransferases, N-acetiltransferases 

e glucuranosiltransferases, sendo que tais enzimas estão envolvidas no metabolismo 

de carcinógenos, as quais apresentam importante função na ativação e 

detoxificação de carcinógenos reativos de DNA (UHL et al.,1999; MAJER et al 2004). 

Portanto, é aceitável que os ensaios com células de HepG2 reflitam mais 

adequadamente os danos causados por mutágenos que os testes in vitro feitos com 

bactérias ou células de mamíferos, os quais requerem a adição de misturas de 
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ativação exógena para mimetizar o metabolismo de compostos de ação indireta 

(UHL et al., 2000; VALENTIN-SEVERIN  et al., 2003).

A linhagem de células HepG2 têm sido utilizada em um largo número de 

estudos de genotoxicidade, onde alguns protocolos foram desenvolvidos, com 

sucesso, para testes com os seguintes endpoints: aberrações cromossômicas, troca 

entre cromátides irmãs, micronúcleo e mutações gênicas, os quais podem ser 

mensurados diretamente por tais células (NATARAJAN e DARROUDI, 1991; 

KANASMULLER et al., 1998; UHL et al.,1999; JIN et al., 2009) 

Vários protocolos têm sido utilizados para avaliar a viabilidade e a 

citotoxicidade de diversas substâncias. Dentre os ensaios mais conhecidos 

destacam-se ensaio de Trypan Blue, liberação de cromo, avaliação da síntese de 

DNA, avaliação do metabolismo celular (teste do MTT) e microscopia eletrônica. Por 

ser um ensaio relativamente simples de ser realizado, apesar de criterioso como 

todos os outros, o experimento de MTT é um dos mais utilizados para se determinar 

a citotoxicidade de substâncias em cultura de células (COSTA e SOUZA, 2005).  

O teste do MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina) é 

um teste amplamente utilizado para a determinação da viabilidade de células 

isoladas. Estudos de citotoxicidade, avaliados por esse teste, também tem utilizado 

células HepG2, para avaliar o potencial de contaminantes em induzir morte celular 

(TULLY et al., 2000).  

O MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina), que tem 

sua estrutura molecular em forma de anel, é clivado na célula por uma enzima 

mitocondrial, a desidrogenase succínica, dando origem a cristais de formazan, que 

têm coloração violeta e são insolúveis. Para que seja possível a leitura dos 

resultados obtidos nesse teste, o produto violeta insolúvel em água deve ser 

dissolvido em um solvente específico e a leitura da intensidade de cor da solução 

realizada em um leitor de microplacas com um filtro de 570nm (LOCCI et al., 2000). 

A clivagem do MTT tem várias propriedades desejáveis para a amostragem de 

sobrevivência e proliferação celular. O MTT é clivado por todas as células vivas, 

metabolicamente ativas, mas não por células mortas ou em processo de morte. 

Desta maneira, também é possível verificar ausência de proliferação, uma vez que, 

células ativas produzem mais formazan que células onde o ciclo celular foi inibido 

(MOSMANN, 1983).   
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1. SUBSTÂNCIA ESTUDADA 

A substância avaliada neste estudo foi o biossurfactante ramnolipídio, um 

biossurfactante pertencente à classe dos glicolipídios. Esta classe de surfactantes é 

constituída por carboidratos ligados a longas cadeias de ácidos graxos associadas a 

moléculas de ramnoses (Figura 3) (NITSCHKE et al., 2005). 

                                    Ramnose          Ácido graxo 

                              Figura 3. Estrutura química do biossurfactante ramnolipídio. 

4.2. PROCESSO DE OBTENÇÃO DO RAMNOLIPÍDIO 

4,2.1. Microrganismo   

O microrganismo utilizado para a produção de ramnolipídio foi a 

bactéria Pseudomonas aeruginosa LBI. A linhagem usada foi isolada de solo 

contaminado por petróleo (BENINCASA et al., 2002). 

4.2.2. Inóculo e Produção de ramnolipídio 

 Para o preparo do pré-inóculo, o microrganismo foi semeado em meio 

inclinado, permanecendo neste ambiente por 24 horas à 30ºC. Em seguida, para a 

obtenção de uma suspensão microbiona, foi adicionado ao meio 3 mL de água 

destilada estéril. Esta suspensão foi padronizada a 610 nm, densidade óptica de 

0,65 ± 0,01 (aprox. 108 CFU/ml). Posteriormente, foram transferidos 4 mL desta 

solução para frascos de Erlenmeyer, contendo 200 mL de meio mineral (ROBERT et 

al., 1989). Foi acrescido nestes frascos, como única fonte de carbono do meio, 4 mL 

de óleo de soja. O frasco com este inóculo permaneceu por 24 horas em shaker a 



44 

�

200 rpm e 30°C. A produção de ramnolipídios foi fei ta em frascos de Erlenmeyer 

(volume de 1 L), contendo 300 mL de meio mineral, 6 mL do inóculo e 6 mL de óleo 

de soja. Os frascos foram incubados em shaker à 30ºC, 200 rpm por um período de 

120 horas. O pH inicial do meio foi ajustado para 6,8. 

4.2.3. Extração do ramnolipídio 

Para realização da extração dos ramnolipídios, o caldo com o produto 

(biossurfactante) foi centrifugado a 12.000 rpm, durante 20 minutos. O sobrenadante 

foi separado e acidificado com H2SO4 6M para pH 2,0, sendo adicionado, a seguir, 

um volume equivalente ao do caldo de clorofórmio/metanol (2:1). A mistura foi 

vigorosamente agitada por 10 minutos e, em seguida, mantida em repouso até a 

completa separação das fases. A fase orgânica foi removida e a operação se repetiu 

com a fase aquosa. Para a concentração do produto, foi utilizado rotavapor, que 

promoveu a evaporação dos solventes. O produto extraído foi uma mistura de mono 

e di-ramnolipídio. 

4.2.4. Investigação das propriedades tensoativas do ramnolipídio 

Para a determinação da tensão superficial do ramnolipídio, foi seguido o 

método do anel de De Nöuy, utilizando tensiômetro Krüss K6. Neste processo, foi 

utilizada uma concentração de 1g/L de ramnolipídio, considerada padrão para este 

produto (COSTA et al., 2006; COSTA et al., 2009 e NITSCHKE et al., 2010). A 

tensão interfacial do ramnolipídio foi obtida a partir de uma solução contendo 1 g/L 

do biossurfactante e n-hexadecano, na proporção de 1:1 (10 mL da concentração do 

biossurfactante e 10 mL de n-hexadecano), utilizando para esta avaliação o 

tensiômetro Krüss K6. As análises foram realizadas em triplicata. 

4.3. INVESTIGAÇÃO TOXICOLÓGICA 

4.3.1. Simulação de um derrame de petróleo cru pesado 

Todos os experimentos realizados para avaliar o potencial tóxico, genotóxico 

e mutagênico do ramnolipídio quando utilizado na biorremediação de águas 

impactadas por petróleo foram desenvolvido a partir de uma simulação, em água 

doce, de um derrame de óleo cru pesado, proveniente da Bacia de Campos/RJ - 

Brasil. O experimento foi realizado em recipientes cilíndricos, montados com tubos 

de PVC (Poli Cloreto de Vinila) de 1,20 m de comprimento e 150 mm de diâmetro 
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(Figura 4). Estes recipientes receberam um volume equivalente a 20 L de água 

(coletada em um tanque de criação de peixes, abastecido com água de poço 

artesiano) e 5 mL de petróleo, criando assim uma pluma de óleo de, 

aproximadamente, 0,2 mm ou 200 µm. Foi colocada na base dos tubos uma bomba 

de circulação com uma vazão de aproximadamente 480 L/h, com o intuito de simular 

a movimentação de um corpo d’água. 

Nos tubos foram simuladas as seguintes situações: derrame de petróleo 

(água + petróleo = P); derrame de petróleo biorremediado com biossurfactante 

ramnolipídio na concentração de 1 g/L (água + petróleo + biossurfactante 1 = PB1) e 

derrame de petróleo biorremediado com biossurfactante ramnolipídio na 

concentração 10 g/L (água + petróleo + biossurfactante 2 = PB2). A proporção de 

biossurfactante utilizado nas misturas foi de 5% do total de óleo derramado 

(conforme resolução CONAMA 269 para surfactante sintético). Foram realizados, 

nas mesmas condições acima citadas, experimentos com água e biossurfactante 

(água + biossurfactante 1g/L = B1; água + biossurfactante 10 g/L = B2). A proporção 

de biossurfactante foi a mesma utilizada nos experimentos que continham o 

petróleo. Um controle ambiental – CA, realizado com água coletada no tanque de 

criação de peixes, acompanhou os experimentos (Figura5).  

Os tubos utilizados na simulação com as misturas descritas acima, foram 

vedados com papel alumínio e expostos em ambiente externo, por 16 horas (das 

16h às 8h). Esse procedimento foi realizado para garantir que apenas os 

hidrocarbonetos hidrossolúveis fossem incorporados na água do experimento. Em 

seguida, as misturas foram expostas a luz solar intensa, por 6 horas (das 8h às 14h), 

para que os produtos de degradação também fossem incorporados ao solvente 

(Figura 5A).  

Posteriormente, foram coletadas as frações solúveis do petróleo contidas na 

água (PB1, PB2 e P), por diferença de densidade (Figura 5B), bem como amostras 

de B1, B2 e CA, para a realização de análises qualitativa e quantitativa de 

Hidrocarbonetos Policíclicos Aromáticos (HPA) e de pH. A análise de 

hidrocarbonetos foi realizada pela empresa Analytical Technology Serviços 

Analíticos e Ambientais Ltda. O equipamento utilizado para análise foi um 

cromatógrafo gasoso marca Thermo, modelo Focus, acoplado a um espectrômetro 

de massas marca Thermo, modelo DSQ. A coluna utilizada para a análise foi VB-5, 
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30 m x 0,25 mm x 0,25 µm. A empresa seguiu as normas de análise estabelecidas 

pela USEPA 8270D. 

Figura 4. Esquema ilustrativo do experimento 1. Água + Petróleo (P); 2. Água + petróleo + 
biossurfactante 1 g/L (PB1); 3. Água + petróleo + biossurfactante 10 g/L (PB2); 4. Água coletada nos 
tanques de criação de peixe (CA) 5. Água + biossurfactante 1g/L (B1); 6. Água + biossurfactante 10 
g/L (B2); A1 e A2. Adição nas amostras, por meio de gotejamento realizado com micropipeta, de 0,25 
mL de biossurfactante, na concentração 1 g/L (A1) e 2 g/L (A2); B. Representação da pluma de óleo 
(200 µm); C. 20 L de água obtida nos tanques de criação de peixes, que são abastecidos com água 
de poço artesiano; D. Bomba de circulação de água; E. Torneira para promover a vazão para coleta 
da amostra que contém a fração solúvel do petróleo.

                                            
Figura 5. Simulação de derrame de petróleo cru pesado, remediado com biossurfactante 
ramnolipídio. A. simulação realizada em ambiente externo; B. Coleta da fração solúvel do petróleo 
contida na água por diferença de densidade. 

�� ��
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4.3.2. Avaliação do potencial tóxico, genotóxico e mutagênico 

4.3.2.a. Sistema-teste Allium cepa

- Avaliação do potencial tóxico 

Para investigar o potencial tóxico das concentrações de 1 g/l e 2 g/L do 

biossurfactante ramnolipídio (BIO1 e BIO2, respectivamente) e das amostras P, PB1, 

PB2, B1, e B2 foi realizado o teste de germinação de sementes. Este teste foi 

desenvolvido em placas de Petri, contendo 100 sementes de A. cepa em cada placa. 

As sementes ficaram expostas por 5 dias nos tratamentos. Durante o ensaio, as 

placas de Petri foram cobertas com papel alumínio e mantidas em condições de 

BOD. O controle negativo foi realizado com água ultrapura. Após 5 dias de 

exposição, foram contabilizadas as sementes germinadas, cujos resultados foram 

comparados, estatisticamente, aos dados obtidos no controle negativo. Após a 

quantificação do índice de germinação, as raízes, com aproximadamente 2 cm de 

comprimento, foram coletadas e fixadas em Carnoy (3:1), para, posteriormente, 

serem preparadas as lâminas para análise da freqüência de aberrações 

cromossômicas e de micronúcleo.  

- Avaliação do potencial genotóxico e mutagênico 

Para avaliação da genotoxicidade e mutagenicidade das amostras P, PB1, 

PB2, B1 e B2, foram avaliados dois parâmetros: aberrações cromossômicas e 

micronúcleos. 

Todos os testes foram realizados em duplicata, utilizando as sementes que 

germinaram nas amostras P, PB1, PB2, B1 e B2. O controle negativo foi realizado 

em água ultrapura, o controle positivo aneugênico em trifluralina (0,84 mg/L) e o 

controle positivo clastogênico em Metil-metanosulfonato - MMS (10 mg/L).  

O potencial genotóxico, obtido por meio do teste de aberrações 

cromossômicas, foi realizado em células de 2 diferentes regiões da planta: região 

meristemática da raiz e região embrionária do caule (hipocótilo), enquanto que a 

investigação do potencial mutagênico foi avaliado tanto em células localizadas nas 

regiões citadas acima como também na região F1 da raiz (Figura 5). 
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Figura 6. Esquema ilustrativo das regiões de plântula de A. cepa, utilizadas para a avaliação do 
potencial genotóxico (região meristemática da raiz e hipocótilo) e do potencial mutagênico (região 
meristemática da raiz, região F1 e células do hipocótilo) das amostras e concentrações estudadas.                    

As raízes fixadas foram coradas por meio da reação de Feulgen e as três 

regiões determinadas para análise foram seccionadas e preparadas, em lâmina, 

pelo método comum de esmagamento suave.  Foram preparadas 10 lâminas para 

cada uma das amostras avaliadas, sendo analisadas cerca de 500 células por 

lâminas, para cada uma das regiões da planta. A análise foi realizada em 

microscópio de luz, utilizando aumento de 1000 vezes.  

4.3.2. b. Sistema teste Oreochromis niloticus 

Para a realização dos testes com a espécie O. niloticus (Periformes, 

Cichlidae), conhecida popularmente como tilápia do Nilo, os espécimes foram 

transferidos do tanque de criação, com sistema de aeração e filtragem, para 

aquários com capacidade de 50 L, onde foram aclimatados por 7 dias, sob aeração 

e à temperatura de 23˚C. Após o período de aclimatação, foram montados 7 grupos 

experimentais (P, PB1, PB2, B1, B2, CA, controle negativo e controle positivo) em 

aquários com capacidade de 50L, onde foram expostos, por um período de 96h, 6 

exemplares por tratamento.  Todos os indivíduos, antes de serem tratados, foram 

pesados (média – 15 g) e mensurados (média – 10 cm) (Figura 6). O controle 

negativo foi realizado, expondo os peixes à água do tanque onde foram criados. O 

controle positivo foi realizado injetando, intraperitonealmente, em cada espécime, 3 

mL de ciclofosfamida/50g de massa corpórea (concentração de 0,04mg/g). Após 96h 

de exposição aos tratamentos, foram coletadas amostras de sangue de todos os 
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indivíduos, por meio de punção cardíaca, utilizando, para este procedimento, 

seringas de 1mL previamente heparinizadas. Após a coleta das amostras de sangue 

para o ensaio do cometa, teste do micronúcleo e para a avaliação de alterações 

ultraestruturais, os animais foram sacrificados por rompimento medular. Após o 

sacrifício dos peixes, foram retirados os seus arcos branquiais, que foram utilizados 

no preparo da suspensão de células branquiais, utilizada no ensaio do cometa. 

        Figura 7. Exemplar de O. niloticus com aproximadamente 8 cm de comprimento e cerca de 10 g. 

- Teste do micronúcleo utilizando eritrócitos circulantes 

 O sangue coletado dos indivíduos tratados foi utilizado para a preparação de 

lâminas, pelo método do esfregaço (extensões sanguíneas), sendo a primeira gota 

descartada, para evitar a contaminação do material. As lâminas foram fixadas em 

etanol 100%, por dez minutos e, depois de 24h, submetidas à hidrólise ácida em HCl 

1N a 60˚C,  por 11 minutos. Imediatamente após a hidrólise, as lâminas foram 

submetidas ao reativo de Schiff, por duas horas. 

Os testes foram realizados em duplicata, sendo analisado um total de 6000 

eritrócitos por tratamento (1000 células por indivíduo), nos quais foi quantificada a 

freqüência de eritrócitos portadores de micronúcleos. Os resultados obtidos nos 

tratamentos foram comparados e analisados estatisticamente, pelo teste não-

paramétrico de Kruskal-Wallis, com os resultados do teste controle negativo.  

- Ensaio do cometa 

Obtenção da suspensão celular

Células branquiais: A extração das brânquias dos peixes foi realizada após 

a exposição dos organismos por 96h nos tratamentos e a retirada do sangue 

periférico destes exemplares. Os filamentos branquiais foram separados e limpos, 

com o auxílio de um pincel e solução salina, para a eliminação da maior quantidade 
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possível de sangue do material. Em seguida, o arco branquial foi cortado e 

descartado. Os filamentos branquiais foram então armazenados em 700 µL de 

solução de ringer para vertebrados e mantidos em gelo, até o momento da 

preparação da suspensão celular. A metodologia seguiu o protocolo descrito por 

Kilemade et al. (2004). Para o preparo da suspensão, os filamentos foram picotados 

com o auxílio de lâminas de metal, sobre uma placa de cera, e o macerado 

resultante foi colocado em um tubo de microcentrífuga. Para a melhor dissociação 

das células, foram adicionados 200 µL de tripsina a 0,25% (0,125 g de tripsina em 

pó + 50 mL de solução salina + 0,5 mL de EDTA 0,5 M), sendo a mistura 

homogeneizada manualmente por inversão periódica. Após 15 minutos, foram 

acrescidos, no mesmo tubo, 200 µL de soro bovino fetal. O tubo foi novamente 

homogeneizado. Passados outros 15 minutos, o filtrado foi coletado, com o auxílio 

de uma pipeta Pasteur, e homogenizado para a obtenção da suspensão celular 

branquial. 

Sangue periférico: O ensaio foi realizado segundo metodologia descrita por 

Singh et al. (1988), com algumas modificações. Foi realizada uma coleta, por 

punção cardíaca, de 3 µL sangue de todos os peixes experimentados. O sangue foi 

diluído em 1000 µL de solução fisiológica de vertebrados.  

Preparo das lâminas

Após o preparo das suspensões celulares (células branquiais e de sangue 

periférico) 15 µL da suspensão de células branquiais foram adicionadas em 120 µL 

de agarose de baixo ponto de fusão (0,5%) a 37˚C. Sendo posteriormente gotejada 

sobre uma lâmina recoberta com uma fina camada de agarose de ponto de fusão a 

60˚C. O mesmo procedimento foi realizado para as células de sangue periférico, no 

entanto, apenas 10 µL da suspensão celular foram adicionadas à agarose de baixo 

peso de fusão. As lâminas foram cobertas por lamínula e mantidas por 20 minutos à 

5˚C. Posteriormente, as lamínulas foram retiradas e as lâminas incubadas em uma 

solução de lise (1 mL triton X-100, 10mL de DMSO e 89 mL de solução de lise 

estoque, pH 10,0. Solução de lise estoque: NaCl 2,5M, EDTA 100mM, Tris 10mM, 

~8,0g de NaOH sólido para 1L), em temperatura de aproximadamente 5˚C, por, no 

mínimo, uma hora. Após a lise, as lâminas foram transferidas para a cuba de 

eletroforese, contendo tampão (NaOH 300mM + EDTA 1 mM, pH 12,1) à 5˚C, onde 

permaneceram por 20 minutos (células de sangue periférico) ou por 30 minutos 

(células branquiais), para que houvesse o desenovelamento do DNA. Na seqüência, 
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foi realizada a corrida de eletroforese em corrente de 49 V e 300mA por 20 minutos. 

Após a corrida de eletroforese, as lâminas foram neutralizadas em tampão (Tris 

0,4M-HCl, pH 7,5) por 15 minutos, secas a temperatura ambiente e fixadas em 

etanol 100%, por dez minutos. A coloração foi feita, no momento da análise, com 

brometo de etídeo (0,02 mg/mL). 

Foram analisados, aleatoriamente, em microscópio de epifluorescência Leica, 

(filtro B – 34: excitação 1 = 420 n - 490n, barreira: I = 520 nM, objetiva de 40X) 100 

nucleóides de cada indivíduos exposto aos tratamentos. Os nucleóides foram 

classificados visualmente, de acordo com a migração dos fragmentos, em: classe 0 

(ausência de dano visível), classe 1 (pequeno dano – cauda menor que uma vez o 

tamanho do nucleóide), classe 2 (médio dano – cauda com tamanho de uma a duas 

vezes o tamanho do nucleóide) e classe 3 (grande dano – cauda com tamanho 

maior que duas vezes o tamanho do nucleóide) (KOBAYASHI et al., 1995). Os 

escores de cada tratamento foram verificados e submetidos ao teste estatístico não-

paramétrico de kruskal-Wallis, para comparação dos resultados entre os tratamentos 

e o controle negativo, bem como dos tratamentos entre si. 

- Alterações ultraestruturais em eritrócitos circulantes 

A análise de alterações ultraestruturais das células eritrocitárias dos 

indivíduos expostos às amostras P, PB1, PB2, B1 e B2 foi realizada segundo o 

protocolo descrito por Rey-Vásquez e Guerreiro (2007), com algumas modificações. 

Foram coletadas, por punção cardíaca, amostras de sangue (cerca de 1mL de 

cada exemplar) de 5 exemplares de peixes expostos em cada uma das amostras. O 

sangue foi centrifugado (400 G, 10 min, 4˚C), para a obtenção de pellets. Os pellets 

foram fixados em glutaraldeído 3% em 0,1M de tampão fosfato e acondicionado em 

Agar 2% (esse procedimento foi adotado para evitar perda de material durante o 

processamento). Posteriormente, o material foi pós-fixado em tetróxido de ósmio 1% 

em 0,1M de tampão Fosfato (pH 7,4) por 2h. Subseqüentemente, o material foi 

lavado em água destilada, desidratado em série de álcool (80, 90, 95 e 100%) e 

acetona (50 e 100%) por 15 minutos e embebido em resina Spurr. O material foi 

colocado em estufa à 60ºC, por um período de 48 horas. Depois de polimerizados, 

os blocos foram seccionados em ultramicrótomo. As secções foram coletadas em 

grades de cobre e passaram por contraste com acetato de uranila e citrato de 

chumbo, durante 45 e 10 minutos, respectivamente. As grades foram observadas ao 
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Microscópio Eletrônico de Transmissão PHILIPS 100 TEM, onde também foi feita a 

documentação fotográfica. 

4.3.2.c. Sistema teste HepG2 

Para a realização dos ensaios com células mantidas em cultura, foram 

utilizadas células de hepatoma humano - HepG2 (2n = 46 cromossomos), obtidas do 

Banco de Células do Rio de Janeiro. As células foram estocadas em nitrogênio 

líquido e cultivadas em frascos de cultura de tecido de 25 cm2, com meio MEM 

(EARLE, Cultilab) adicionado de 10 mL de piruvato de sódio 100 mM (Gibco) e  1mL 

da solução de antibiótico-antimicótico (penicilina 10.000 U.I/ mL/estreptomicina 10 

mg/mL, Cultilab) para completar o volume de 1 L e suplementado com 10% de soro 

bovino fetal (SBF-Gibco). Os frascos cultivados foram mantidos em atmosfera 

úmida, a 37˚C e com 5% de CO2.

- Avaliação do potencial citotóxico do biossurfactante ramnolipídio 

(Teste do MTT) 

O teste do MTT foi desenvolvido com células de HepG2, segundo protocolo 

descrito por Mosmann (1983), com algumas modificações. Para a realização do 

teste, as células de HepG2, mantidas em frascos de cultura de 25 cm2 em atmosfera 

úmida, a 37˚C e com 5% de CO2, foram tripsinizadas (0,5%) por 5 minutos. A 

inativação da tripsina foi feita com a adição do meio MEM. A suspensão celular 

obtida foi semeada em microplaca de 96 poços, sendo cada poço preenchido com 

cerca de 2x104 células, em 200 µL de meio de cultura completo (meio de cultura + 

SBF), exceto nos poços referentes ao branco, onde foram adicionados apenas meio 

de cultura completo (Figura 7). Posteriormente, a microplaca foi incubada, para 

estabilização, em atmosfera úmida, a 37˚C e com 5% de CO2, por um período de 

24h. Decorrido este tempo, o meio de cultura foi cuidadosamente retirado e as 

células foram expostas por 24h às diferentes concentrações do biossurfactante 

ramnolipídio (0,5; 0,8; 1,0; 1,5; 1,8 e 2g/L), utilizando meio de cultura completo como 

meio de diluição. Os tratamentos controle negativo e positivo foram realizados, 

respectivamente, com meio de cultura MEM e triton X-100 1%. Após a exposição, os 

tratamentos foram retirados para a adição do corante MTT (Thiazolyl Blue 

Tetrazolium Bromide, CAS No. 298-93-1 Sigma) e incubado por 4 horas. Decorrido 

às 4 horas, o corante foi descartado e adicionado 100 µL de dimetilsulfóxido (DMSO) 
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em cada poço da microplaca, para a dissolução dos cristais de formazan. Os cristais 

de formazan resultam da atividade da enzima mitocondrial succinato desidrogenase 

presente em células vivas. Imediatamente após a adição do DMSO, as microplacas 

foram submetidas à leitura em espectrofotômetro, utilizando filtro de 540nm. Os 

valores de absorbância obtidos foram comparados com os do controle negativo pelo 

teste estatístico de Mann-Witney.   

                              
Figura 7. Esquema ilustrativo do desenvolvimento do experimento com o microplaca. B. branco; CN.
Controle negativo; CP. Controle positivo; C1. 0,5 g/L; C2. 0,8 g/L; C3. 1g/L; C4. 1,5g/L; C5. 1,8g/L e 
C6. 2 g/L 

          - Avaliação do potencial genotóxico e mutagênico  

Células de HepG2 foram utilizadas para a avaliação do potencial genotóxico e 

mutagênico do biossurfactante ramnolipídio. As células foram cultivadas em meio 

MEM, suplementado com 10% de soro bovino fetal e o frasco contendo as células foi 

mantido, por 72h (tempo necessário para que as células ocupassem todo o espaço 

de cultivo do frasco = aproximadamente 107 células), a 37ºC em estufa de CO2. 

Após esse período foi realizado o repique para 30 frascos, onde cada um recebeu 

aproximadamente 5.105 células, quantidade necessária para a realização do 

experimento. Os frascos foram incubados em atmosfera úmida, a 37˚C e com 5% de 

CO2, por 24h para estabilização das condições. Esse período corresponde a 1 ciclo 

de divisão celular e ao tempo necessário para a aderência das células no frasco. 

Decorrido este tempo, as células foram expostas, por 24h, a 15 mL das amostras P, 

PB1, PB2, B1, B2 e CA e à concentração de 1g/L do biossurfactante ramnolipídio. O 

controle negativo foi realizado com o meio de cultura MEM, suplementado com 10% 

de SBF e como controle positivo com metilmetanosulfonato (MMS, Sigma-Aldrich, 
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CAS 66-27-3). As amostras foram realizadas em triplicata e, após o período de 

exposição, foram submetidas ao teste do micronúcleo e ao ensaio do cometa.  

- Teste do micronúcleo 

Decorrido o tempo de exposição das células aos tratamentos, as mesmas 

foram lavadas com PBS e incubadas, por 28 horas, em um novo meio de cultura 

contendo citocalasina B (300 µL/mL). Após a colheita, as células foram tratadas com 

solução hipotônica de citrato de sódio 0,01% e fixadas em metanol ácido-acético 

(3:1 – v/v). As lâminas foram submetidas ao reativo de Schiff por 2 h e Giemsa 5% 

por 5 minutos sendo, posteriormente, analisadas em microscópio de luz. Foi 

analisada a incidência de MN em 1000 células binucleadas, com citoplasma intacto, 

e selecionadas ao acaso, para cada um dos tratamentos realizados. A análise 

estatística foi feita pelo teste de Mann-Whitney.  

- Ensaio do cometa 

O ensaio do cometa foi realizado de acordo com o protocolo estabelecido por 

Tice et al. (2000) e Uhl et al. (1999, 2000), com algumas modificações. Após o 

tempo de exposição aos tratamentos, a suspensão celular foi colhida, transferida 

para tubos Falcon e centrifugada por 5 minutos a 1500rpm. O sobrenadante foi 

retirado e a suspensão homogeneizada. Posteriormente, a suspensão foi novamente 

homogeneizada, com o auxílio de uma seringa de 1mL, e, assim obtidas as células 

isoladas. Para o prosseguimento do ensaio do cometa, foram realizados testes de 

viabilidade celular, para todos os tratamentos. Para o teste de viabilidade, foram 

misturados 20 µL da suspensão celular de cada tratamento e 20 µL de Azul de 

Trypan 0,4%. A mistura foi transferida para câmara de Neubauer, para a 

contabilização das células viáveis (brancas) e inviáveis (coradas em azul), presentes 

nos quatro quadrantes da câmara. Após a verificação de que todos os tratamentos 

apresentassem, no mínimo, 80% de viabilidade celular, foi misturada uma alíquota 

de 20 µL de suspensão celular a 120 µL de agarose de baixo ponto de fusão (37°C), 

em uma concentração de 0,5% e, rapidamente, gotejada sobre lâminas secas 

previamente cobertas com agarose de ponto de fusão normal (60°C), diluição 1,5%. 

As lâminas foram cobertas com lamínula e mantidas a temperatura de 4°C, por 20 

minutos. Após a remoção cuidadosa das lamínulas, as lâminas foram imersas em 

solução de lise gelada, recém preparada, contendo 89 mL de solução de lise 
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estoque (2,5 M de NaCl, 100 mM de EDTA, 10 mM de Tris com pH ajustado para 10 

com auxilio de 8 g de NaOH, 890 mL de água destilada), mais 1 mL de triton X-100 e 

10 mL de DMSO. As lâminas permaneceram neste solução por 1 hora, a 

temperatura de 4°C. Posteriormente, as lâminas fora m banhadas , no escuro, em 

solução de lise (1 ml de Triton X-100, 10 ml de DMSO e 89 ml de solução de lise 

estoque - NaCl 2.5 M,  EDTA 100mM ,  Tris10 mM, pH 10, aproximadamente 8 g de 

NaOH sólido para 1 L), pH 10 a 6ºC, por 1 hora. 

As lâminas foram posteriormente transferidas para uma cuba de eletroforese 

e cobertas com solução tampão (pH > 13) recém preparada (300 mM de NaOH, 1 

mM de EDTA, preparado de uma solução estoque contendo NaOH 10N e 200 mM 

de EDTA, pH 10), onde permaneceram por 20 minutos antes da eletroforese, para 

desnaturação do DNA. A corrida de eletroforese foi realizada a 4°C, por 20 minutos, 

a uma corrente de 39 V e 300 mA (~0,8 V/cm). Decorrido o tempo da corrida de 

eletroforese, as lâminas foram neutralizadas em tampão Tris-HCl (pH 7,5), fixadas 

em etanol absoluto e mantidas a 4˚C, até a realização das análises. A coloração foi 

feita com brometo de etídeo (0,02 mg/mL). 

Foram analisados, aleatoriamente, em microscópio de epifluorescência 

Olympus BX51 (filtro WG 34: excitação 1 = 420n – 490 n, barreira: I = 520nM, 

objetiva de 40X), 100 nucleóides de cada frasco (3 frascos por tratamento). Os 

nucleóides foram classificados visualmente, de acordo com a migração dos 

fragmentos, em: classe 0 (ausência de dano visível), classe 1 (pequeno dano), 

classe 2 (médio dano) e classe 3 (grande dano) (KOBAYASHI et al., 1995). Os 

escores obtidos para cada tratamento foram submetidos ao teste estatístico Mann-

Whitney. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Os resultados e discussões são apresentados, na seqüência, na forma 
de 4 artigos. 

ARTIGO 1: 

Rhamnolipid biosurfactant: characterization, toxicity and application. 

Fernandes, T. C. C.; Ventura-Camargo, B. C.; Marin-Morales, M. A. 

ARTIGO 2: 

Biossurfactante ramnolipídio como uma estratégia promissora na 
remediação de ambientes contaminados por petróleo. 

Fernandes, T. C. C.; Lovaglio, R. B.; Contiero, J.; Marin-Morales, M. A. 

ARTIGO 3: 

Influência do dispersante ramnolipídio na indução de alterações celulares 
no organismo pelágico Oreochromis niloticus. 

Fernandes; T. C. C.; Mathias; M. I. C..; Lovaglio; R. B.; Salaroli, R. B.; Contiero, J.; Marin 
Morales, M. A.  

ARTIGO 4: 

Ação tóxica, genotóxica e mutagênica do biossurfactante ramnolipídio, 
observada em testes in vitro com células HepG2. 

Fernandes, T. C. C.; Lovaglio, R. B.; Contiero, J.; Marin-Morales, M. A.
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ABSTRACT 

This study offers general information about biosurfactants, such as their 

physicochemical properties, their potential application in several industrial areas and 

their use advantages, when compared to synthetic surfactants. The focus of this 

review was given to rhamnolipids, one of the most widely used microbial surfactants. 

In this paper, rhamnolipid biosurfactant structures and physicochemical properties 

were described. Emphasis was also placed upon the cellular mechanisms of action, 

mainly upon the cell membranes; its interference with intracellular Ca+ levels; its 

possible action on Ca-ATPase inhibition; as well as its chemostatic and ciliostatic 

action. In addition, rhamnolipid activities concerning their efficacy as a bioremediation 

agent for petroleum-derived pollutants, heavy metals and chemicals present in 

different environmental compartments have also been described. Due to low toxicity 

and biodegradability of the rhamnolipid biosurfactant, this chemical has advantages 

and potential to replace synthetic surfactants commonly used for various purposes. 

Nevertheless, there is a punctual need to better study and evaluate the possible 

genotoxic and mutagenic activities of this compound on the exposed organisms to it. 

Key words: microbial surfactant, heavy metals, chemicals, polycyclic aromatic 

hydrocarbons, Pseudomonas aeruginosa, bioremediation. 
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1. INTRODUCTION 

Biosurfactants are compounds of microbial origin which show surfactant 

properties, i.e., they reduce superficial and interfacial tension, besides having an 

emulsifying capacity. These compounds are classified according to both their 

chemical composition and microbial origin. Biosurfactant-producing organisms are 

distributed in a number of genera, being bacteria the majority. The main types of 

biosurfactants include glycolipids, lipolipids and lipoproteins, phospholipids and fatty 

acids, polymeric and particulate surfactants (Cameotra and Makkar, 1998).  

Although many biosurfactants are considered secondary metabolites, some 

may play essential roles for the survival of microorganisms, since they either facilitate 

the access to little soluble substrates or enable their transport into the cell (Van 

Hamme et al., 2006). Some microorganisms excrete biosurfactants into the medium 

during microbial growth, thus assisting transport and translocation of insoluble 

substrates through the cell membrane (Bognolo, 1999), while other microorganisms 

keep biosurfactants associated with cell wall, favoring hydrocarbons penetration into 

the periplasmic space (Koch et al., 1991). Biosurfactants make little soluble 

molecules available for microorganisms due to the increase in cell surface 

hydrophobicity of some bacterial genera and/or due to the increase in solubility of 

these compounds (Zhang and Miller, 1994; Altahhan et al., 2000).  

The greatest advantage of biosurfactants, when compared to synthetic 

biosurfactants, lies in their structural diversity, low toxicity and biodegradability 

(Costa, 2006). Another advantage is the fact that they do not derive from petrol, 

which enables them to be synthesized from renewable substrates (sugars, vegetal 

oils and glycerol). Since they are highly chemically diverse, they may have several 

applications (Desai and Banat, 1997), such as pollutant bioremediation in the food, 

pharmaceutical and cosmetic industries, as well as in the medical field (Costa et al., 

2006).   

According to a review written by Nitschke and Pastore (2002), the largest 

market for biosurfactants is the petroleum industry, where they are used in oil 

production or incorporated in lubricating oil formulations. Other applications include 

bioremediation and dispersion of oil spills, removal and mobilization of residues in 
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storage tanks and improved petroleum recovery. Moreover, they can be used to 

improve oil quality and synthesize plastic (Meira, 2007). 

The potential use and application of biosurfactants in the medical field have 

improved within the last decade. Through antibacterial, antifungal and antiviral 

activities, these molecules have played an important role in fighting a lot of diseases 

and as therapeutic agents. Moreover, their action as anti-adherent agents of many 

pathogens leads to a suggestion of their use as cover agents for medical insert 

materials, a way of reducing a great number of hospital infections, thus lowering the 

need for synthetic drugs and chemical agents (Rodrigues et al., 2007). 

Despite the advantages presented, biosurfactants are not widely used by 

industries owing to their high production costs, associated with low productivity and 

the use of expensive substrates. However, several studies have been carried out in 

order to reduce production costs using alternative substrates (Banat et al., 2000). 

The use of alternative substrates such as oil sludge, used oil, sugar-cane molasses, 

cheese, potato and cassava processing residues are some instances of residues and 

potential subproducts for biosurfactant production (Abalos et al., 2001; Costa et al., 

2006; Haba et al., 2000; Nitschke et al., 2005; Van Hamme et al., 2006; Nitschke and 

Costa, 2007). The use of agroindustrial and food industry residues, besides being 

characterized as one important strategy to reduce biosurfactant production costs, 

contributes to reducing environmental pollution and, consequently, the economic 

valuation of these products (Costa et al., 2008).  

The purpose of this review was to find clues in several studies which helped 

elucidate the mechanism of action of rhamnolipids in cells and bring the main data on 

biosurfactant application into bioremediation impacted environments.  

2. RHAMNOLIPID BIOSURFACTANT 

2.1. Structure and properties

Rhamnolipid biosurfactants belong to the glycolipid class. This type of 

microbial biosurfactant is made up of carbohydrates connected to long chains of fatty 

acids (Nitschke et al., 2005). Rhamnolipids are produced by different strains of the 

bacterium Pseudomonas aeruginosa and they are already commercially available on 

the market (Jeneil Biosurfactant®). The production of rhamnolipids by P. aeruginosa
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was first described by Javis et al. (1949). Currently, nearly seven counterparts have 

been identified (Abalo et al., 2001), among which Type I (R1) L-rhamnosyl-�-

hydroxydecanoyl-�-hydroxydecanoate stands out, molecular mass = 504 Da; Type II 

(R2) L-rhamnosyl-�-L-rhamnosyl-�-hydroxydecanoyl-�-hydroxydecanoyl-�-

hidroxidecanate, molecular mass = 660 Da; Type III (R3), a rhamnose connected to 

�-hydroxydecanoic acid; and Type IV (R4), two rhamnoses connected to �-

hydroxydecanoic acid (Mulligan, 2009) (Figure 1). All rhamnolipids contain one or two 

L-rhamnose groups connected to one or two 3-hydroxic fatty acids of different length 

and may be saturated or unsaturated (Costa et al., 2010).  

                              
                  Figure 1. Rhamnolipid structure (Mulligan, 2005). 

These biosurfactants may bring superficial tensions down to 29 nm/m and 

their critical micelle concentration (CMC) may range from 10 to 230 mg/L, depending 

on their structure (Mulligan, 2009).    
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Rhamnolipids are not considered the most efficient biosurfactant when it 

comes to surface tension reduction or the lowest CMC. On the other hand, these 

surfactants have high emulsifying activity and low antibiotic activity. They are less 

retained in the soil than chemical surfactants and have a higher production and 

application potential when compared to other biosurfactants; furthermore, they are 

less toxic to the environment (Desai and Banat, 1997; Costa et al., 2008). According 

to Mulligan et al. (2009), another advantage rhamnolipids offer is the wide variety of 

substrates which may be used for production, including alkanes C11 and C12, 

succinate, pyruvate, citrate, fructose, glycerol and olive oil, glucose and mannitol.  

Due to these characteristics, rhamnolipids are an excellent surfactant 

alternative for bioremediation (Bordas et al., 2005; Mulligan, 2005, 2009).  

2.2. Mechanisms of action of rhamnolipid biosurfactants in the cell 

Rhamnolipids are the best known glycolipid biosurfactants. They are among 

the most studied microbial biosurfactant, since they have excellent surfactant 

properties and may be produced in high concentrations (Lee et al., 2004; Monteiro et 

al., 2007; Mulligan, 2009; Krieger et al., 2010).  

Rhamnolipids have drawn considerable interest due to their low toxicity rate 

and biodegradable nature. Among a range of potential industrial applications are the 

improved petroleum recovery, the facility for well drilling, lubrication, and 

bioremediation of impacted environments (Banat et al., 2000). Within the last years, 

biosurfactants have drawn considerable interest owing to their potential use in 

cosmetic and pharmaceutical products. They also show a wide biologic activity and 

are potentially used as therapeutic agents. Their main points of action in cells are cell 

membranes.  

Ortiz et al. (2006) studied the interaction of di-rhamnolipid biosurfactant 

(DiRL), isolated and purified from strain 47T2 of Pseudomonas aeruginosa, with 

conjugated protein phosphatidylcholine, which is important for the membrane 

structure and, especially for the process of substance transport through the 

membrane. The authors observed, by means of scanning calorimetry analysis, X-ray 

diffraction and infrared spectrometry, that DiRL is capable of incorporating among 

lipid bilayers and affect their structural properties. The data obtained by scanning 

calorimetry showed that the biosurfactant molecule is interspersed among the 
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phospholipids, and it may disrupt the structure, thus reducing cooperativity and 

causing changes in the temperature related to the phase transition. These effects on 

the thermotropic properties of phosphatidylcholines are more stressed when the 

phospholipid acyl chain is smaller. The X-ray diffraction showed that DiRL does not 

affect the macroscopic organization of phosphatidylcholine layers, but it makes 

interlamellar distance increase. The experiments carried out with infrared clearly 

show an increase in the phospholipid hydrocarbon chain and a conformational 

disorder. According to the authors, the interaction observed between DiRL and 

phosphatidylcholines caused physical disorders, which could affect the membrane 

function.  

According to data reported by Vikström et al. (2010), P. aeruginosa brings 

changes to free calcium levels. A large number of studies provide proofs that the 

bacteria and their products may affect the Ca2+ levels of different kinds of cells. 

Therefore, pathogens like Staphylococcus aureus and P. aeruginosa may mobilize 

Ca2+ of intracellular compartments by means of a higher activation in MAPKs, NF-kB 

translocation and trigger off IL-8 production in epithelial cells of human airways 

(Ratner et al., 2001).  

Terual et al. (2007) evaluated the action of a mono- and di-rhamnolipid mixture 

in the calcium ATPase hydrolytic activity of sarcoplasmic reticle. The authors 

reported that rhamnolipid biosurfactant can cause complete inactivation of calcium 

ATPase in smaller than 0.1 mM concentrations (smaller than critical micelle 

concentration). 

Hingley et al. (1986) investigated the activity of ciliostatic factors produced by 

P. aeruginosa, an organism that usually chronically infects the airways of patients 

with cystic fibrosis. In order to carry out the investigation, bacteria of patients with 

cystic fibrosis were isolated and cultured in vitro. The components produced by the 

bacteria were extracted and identified by chromatography. The authors identified 

three ciliostatic factors: one rhamnolipid, one compound PIO and one phenazine 

derivative. After identifying the factors, male rabbit tracheas were dissected and cut 

into rings. After treatment, they were exposed to concentrations of agents extracted 

from bacteria. The results showed that 1mg/L of purified rhamnolipid has about 90% 

of immobile cells and the few active cilia had a decrease of about 40% in the activity. 
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The rabbit tracheal epithelial cell treated with rhamnolipid presented about 90% of 

the immobile cells and the mobile cilia had a decrease of about 40% in activity. 

Reactivation of the cilia was tested, enabling the inhibitor to be removed and ATP to 

be added. In this case, should there be reactivation of the ciliary movements, it would 

be a sign that the structures, though immobile, would remain intact. After analyzing 

electronic transmission microscopy, the authors concluded that cytostatic activity of 

rhamnolipids results from their nonspecific detergent action, which initially attacks the 

ciliary membrane and, lastly, the axonemal components, especially dynein arms. The 

data obtained by Hingley et al. (1986) in rabbits were confirmed in humans, where a 

decrease in ciliary beat frequency of in vitro human epithelium, after being exposed 

to rhamnolipid, was observed (Kanthakumar et al., 1996; Read et al., 1992).  

Kownatzki et al. (1987) observed nearly up to 8 mg/ml of rhamnolipids in 

phlegm samples from patients with cystic fibrosis infected by P. aeruginosa. The 

authors reported that worsening of the patient’s clinical condition was related to the 

high levels of the substance. Read et al. (1992) reported levels of 65 mg/ml in the 

lung secretions.  

According to Kharazmi et al. (1989), purified rhamnolipids act directly on 

immunologic cells, inducing a direct chemotactic activity in neutrophils. At low 

concentrations, these substances also inhibit the phagocytic response of 

macrophages (Mcclure and Schiller, 1996). According to Bergmann et al. (1989), 

rhamnolipids induce histamine release from mastocytes and stimulate production and 

release of inflammatory mediators serotonin and 12-hydroxyeicosatetraenoic acids of 

human platelets (KONIG et al., 1992), induce polymorphonuclear (PMN) leukocyte 

lysis (Jensen et al. 2007; Shryock et al. 1984; Gennip Van et al. 2009), inhibit ciliary 

function and induce damage to the human bronchial epithelium. These biosurfactants 

alter ion transport in the respiratory epithelial cells by reducing sodium absorption 

and unidirectional flow of chloride through the bronchial epithelium (Stutts et al., 

1986). More recently, Zulianello et al. (2006) showed that P. aeruginosa produce 

rhamnolipid in order to invade the respiratory epithelium and facilitate its installation 

in the organism.  

Investigation carried out by Millioli et al. (2007) assessed rhamnolipid 

phytoxicity on seed germination of the species Lactuca sativa (lettuce). The results 

obtained by the authors indicated that the biosurfactant phytotoxic activity is 
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concentration dependent, i.e., the higher the concentration tested, the higher were 

the rates of inhibition in Lactuca sativa germination. It is important to point out that 

the 1 and 1.5% of rhamnolipid concentrations contributed to a 70 and 80% inhibition, 

respectively, in the germination rate, when compared to test control germination 

(without biosurfactant).  

Studied done by Wang et al. (2005) evaluated the algicidal activity of 

rhmanolipid biosurfactant on the harmful alga flourishing of the species Heterosigma 

akashiwo, Gymnodinium sp. and Prorocentrum dentatum. The results indicated that 

the rhamnolipid concentrations of 0.4-3.0 mg/L strongly inhibit the growth of algae H.

akashiwowas and concentrations higher than 4 mg/L cause lytic activities for the 

same algae. Prorocentrum dentatum had their growth inhibited or suffered lysis when 

exposed to higher concentrations of rhamnolipid (1.0-10.0 mg/L), whereas the cells 

of Gymnodiniu. sp were not repressed with the same treatment. According to the 

authors, these results indicate that rhamnolipid can potentially be used as an algicide 

for alga selective control. Morphometric analysis showed cellular alterations caused 

by rhamnolipid surfactant action. Rhamnolipid 0.4 0.9 and 1.05 mg/L concentrations 

do not alter cell form. However, algae became totally immobile or had their mobility 

hampered. On the other hand, 1.35, 1.5 and 1.8 mg/L concentrations did change cell 

morphology. Previously elliptic cells acquired a round shape despite the fact that all 

individuals were unable to move right after exposure. The authors state that, 

although the locomotion capacity of algae was regained 24h later, their growth was 

clearly suppressed. Ultra-structural analysis showed impressive modifications in the 

cells of algae submitted to 6 mg/L concentration for 1h, when compared to test 

control results. The first response occurred in the plasmic membrane, which was 

partly disintegrated. The absence of membrane facilitated rhamnolipid entrance and 

it damaged the organelles. The nuclear envelope gradually disintegrated, while the 

endoplasmic reticle and Golgi apparatus totally disappeared. Damage to the 

mitochondria and chloroplasts were also observed. Mitochondrial membranes were 

partly disintegrated, forming a vacuole in the middle of the organelle. In addition, 

there was crista distortion. The greater damage was done by the higher 

concentrations where, besides disintegration of membranes, nuclear envelope and 

organelles, they also caused chromatin condensation and significant increase in 

lysosomes. An increase in the vacuole diameter was also observed. According to the 
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authors, the most plausible explanation for the damage caused by the biosurfactant 

would be due to its amphipathic property. This characteristic would easily make the 

biosurfactant adhere to the phospholipid surface and destroy the layers, thus 

damaging the plasmic membrane permeability and facilitating both the entrance of 

rhamnolipids and other substances, which led to the organelle damage reported. It is 

known that the energetic state of mitochondria depends on the ultra-structural 

organization. According to the authors, the damage caused by rhamnolipids might 

influence the carboxylic acid cycle, thus weakening respiratory activities and blocking 

glucose metabolism (Wang et al., 2005).  

Rodrigues et al. (2007) report that several rhamnolipids present antibacterial 

and antiphytoviral effects. B rhamnolipids showed antibiotic activity for C. kikuchii, C. 

destructans, C. cucumerinum, C. orbiculare, M. grisea and P. capsici organisms 

assessed in in vitro growth inhibition assay. However, they did not cause changes to 

C. albicans, S. cerevisiae, Bacillus subtilis, E. carotovora, R. solanacearum and X. 

campestris pv vesicatoria growth. To determine B rhamnolipid effect on zoospores of 

P. capsici, a suspension of zoospores treated in a temporal sequence using a light 

microscope was analyzed. When the zoospores were incubated in 25 mg/L of B 

rhamnolipids, most of them became immobile and, one minute after treatment, they 

were completely lysed. Zoospore lysis started with the exposure of 10 mg/L B 

rhamnolipids, reaching a maximum level at 25 mg/L. At smaller concentration (5 

mg/L), B rhamnolipids did not show lytic effects. Zoospore mobility was strongly 

diminished in relation to control treatment, though. In this study, lytic effect on P. 

capsici zoospores suggest that the action mode of B rhamnolipids may reside in an 

integrity alteration and in membrane permeability, since oomycete zoospores do not 

have typical cell wall; they are enveloped by a plasmatic membrane only. This 

hypothesis is strongly based on the studies done, once in zoospore cysts that had a 

cell wall envelope, B rhamnolipids did not cause any lytic activity.  

In vitro studies, which evaluated B rhamnolipid efficacy in pepper plant aphid 

control, showed that with the increase in rhamnolipid concentration, there was an 

inhibition of the plague caused by the phyllophaga. Treatments with rhamnolipids, 

provided one day before or little before phytophage incubation in the pepper plants, 

were more efficient than when inoculation occurred before biosurfactant treatment, 

which suggests a preventive and not curative action of rhamnolipids. 
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Another application of rhamnolipids to protect against phytopathogens was 

evidenced by Abalos et al. (2001). In this study, the authors observed that 

rhamnolipids produced by P. aeruginosa AT10, from oil residues, showed antifungal 

activity against Aspergillus niger and Gliocadium vireus (16�g/ml), Chaetonium 

globosum, Penicilium crysogenum and Aereobasidium pullulans (32 �g/ml), whereas 

the phytopathogenic species Botrytis cinerea and Rhizoctonia solanii were inhibited 

in 18 �g/ml concentrations. An antimicrobial activity was also evidenced against 

Serratia marcescens, Mycobacterium phlei, Arthrobacter oxidans (16�g/ml) and 

Staphylococcus epidermidis (8 �g/ml).  

Varnier et al. (2009) evaluated the possibility of rhamnolipids triggering off 

immune responses to protect grapevines against the fungus Botrytis cinerea, which 

causes grey mould in these plants. The studies carried out using cell culture and in 

vitro grapevine seedlings, in which Ca+ concentration was quantified, and the 

induction of grapevine cell death was assessed after being exposed to different 

rhamnolipid concentrations.    

Protection tests of grapevine seedlings were also performed, in which they 

were washed in several rhamnolipid concentrations so that the fungus Botrytis 

cinerea was inoculated afterwards. Before inoculating the fungus, some leaves 

treated with biosurfactant were collected and then used to extract RNA and isolate 

chit4c gene, which expresses laminarin and oligogalcturonide proteins related to the 

plant defense process. The results showed that the 0.005 mg/mL rhamnolipid 

concentration did not promote cytosolic calcium influx. However, higher than 0.01 

mg/mL concentrations led to an increase in cytosolic calcium, with a first peak after 5 

minutes. After treatment with the 0.025 rhamnolipid concentration, an induction of 

12% cell death of grapevine exposed to biosurfactant was observed, reaching a 

100% death rate after exposure to the highest concentration studied (0.05 mg/mL). 

The lowest concentration did not alter chit4C gene expression level, whereas the 

0.01 mg/mL concentration led to an increase 30-fold higher, and the 0.025 mg/mL 

concentration led to an increase 320-fold as high as the gene expression. Plants 

previously treated with rhamnolipids did not have the plague symptoms caused by 

the fungus Botrytis cinerea (characterized by leaf darkening); however, when they did 

have them, they were restricted to small areas, clearly showing that rhamnolipid is 

capable of protecting grapevine plants against the action of the fungus. The authors 
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concluded that rhamnolipid is efficient both in the defense stimulus of the plant and in 

bioremediation processes, as documented by Nitschke et al. (2005). According to 

Varnier et al. (2009), because of ecological acceptance, resulting from their low 

toxicity and high biodegradability, rhamnolipids are interestingly potential for 

agricultural use, being an alternative for reducing or even substituting the pesticides 

currently used.  

Although biosurfactants are potentially suitable for application in the medical 

field, these molecules might offer risks to humans. P. aeruginosa is a bacterium 

responsible for serious hospital infections, opportunistic infections of 

immunodepressed people and chronic infections of patients with cystic fibrosis. Thus, 

rhamnolipids ought to be better investigated on which concerning their effects upon 

health, before they are used in the medical field. Virulence of a P. aeruginosa strain 

depends on a large number of associate cell and extracellular factors. Cell-to-cell 

signaling systems control gene expression and allow a coordinate production, 

dependent on cell density and many extracellular virulence factors. The possible role 

of cell-to-cell signaling in the pathogen of infections caused by P. aeruginosa, and a 

rationalization to search for cell-to-cell signaling systems in order to develop new 

therapeutic approaches, were discussed by Van Delden and Iglewski (1998). 

Rhamnolipid synthesis is regulated by a very complex genetic regulating system, 

which also controls the different virulence-related characteristics of P. aeruginosa. 

Therefore, studies are still necessary to better understand rhamnolipid action on the 

organisms.   

2.3. Rhamnolipid biosurfactant application in biorremediation of impacted 

environments 

Bioremediation characterizes as a technology which allows recovery of 

contaminated places by fostering native microorganisms growth or using their 

products, which are capable of degrading contaminants, thus converting the complex 

substances into simpler or volatile molecules and, consequently, promoting the 

degradation of environmentally toxic compounds. 

 Many studies on biodegradation have been performed with rhamnolipids, 

since they potentially bioremediate organic contaminants. Shreve et al. (1995) and 

Zhang et al. (1997) report that a 300 mg/L rhamnolipid concentration increased 



71 

�

�

octadecane degradation by 20%, producing CO2 and water (mineralization), whereas 

the degradation obtained in the control test (without rhamnolipids) was 5%. Adding 

rhamnolipids in the aqueous medium improves biodegradation of octadecane 

compounds and several other hydrocarbons such as hexadecane, N-paraffin and 

phenanthrene and, in soils, hexadecane, tetradecane, pristine, creosote compounds 

and other compound mixtures. Rhaman et al. (2003) reported n-alkane 

bioremediation in petroleum sludge containing 87.4% of oil and fats. Ten percent of 

this sludge contains C8-C11 chain alkanes which were 100% degraded, whereas 

C12-C21, C22-C31, and C32-C40 chain alkanes were 83-98%, 80-85% and 57-73% 

degraded, respectively, after 56-day adding a consortium of bacteria, nutrients and 

rhamnolipids (Maier and Soberonchavez, 2000).   

Noorman et al. (2002) studied the effects of rhamnolipids and observed that 

they were useful when hexadecane biodegradation rate was limited. In small pore-

size soils (6nm), hexadecane adhered to the soil and its availability was limited. 

When adding rhamnolipids, substrate and contaminant were released, intensifying 

the action of microorganisms.   

Vipulanandan and Ren (2000) compared solubilization of naphthalene by 

rhamnolipids, sodium dodecyl sulfate (SDS) and Triton X-100. The authors observed 

that within 40 days biosurfactant made naphthalene solubility increase 30-fold, a 

result inferior to Triton X-100 solubilization potential, but superior to SDS without any 

biodegradation.    

Rhamnolipids have also been used for washing hydrocarbon-contaminated 

soils, showing a removal 3-fold higher than pure water. This test was carried out in 

contaminated sand, after Exxon Valdez oil spill, Alaska, USA. A 1% solution of 

biosurfactant was enough to remove twice as much oil as when only water at 

temperature ranging from 10° to 80° C was used (Har ley et al., 1990). Pastewsky et 

al. (2006) showed that tetrachlorethylene and dichlorethylene solubilization was more 

effective in rhamnolipid solutions than Triton X-100® and Rokanol L10®. Because of 

such results, these authors have come to the conclusion that using this biosurfactant 

in soil remediation, in which micellar solubilization is dominant, may be interesting. 

Saponin, escine, lecithin, rhamnolipid biosurfactants and the SDS-based synthetic 

surfactant were tested for soil oil removal (Urum et al., 2003). The authors concluded 
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that the SDS, saponin and rhamnolipid solutions removed more than 79% of oil 

contained in sand. Santa Anna et al. (2007) used rhamnolipids to remediate sandy 

soils impacted by oil spill. The authors concluded that the biosurfactant action was 

similar to concentrated commercial biosurfactants. Despite the reports existing in the 

literature, the use of biosurfactants to wash soils contaminated by oil is still limited 

(Costa, 2010).  

Zhang and Miller (1992) extracted rhamnolipid biosurfactant of culture 

supernatants from Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 and investigated its 

potential for octadecane dispersion. The results showed that lower concentrations of 

rhamnolipids were found to be more efficient in dispersion. An initial 1.5 mg/L 

octadecane concentration suffered 20% mineralization after an 84-h exposure to a 

300 mg/L rhamnolipid concentration, but only 5% suffered mineralization when the 

biosurfactant was not present. According to the authors, these results indicate that 

rhamnolipid may be potentially used to bioremediate petroleum-contaminated places.  

  For their anionic characteristic, rhamnolipids are also capable of removing 

metals from the soil (Tan et al., 1994; Herman et al., 1995; Ochoa-Loza, 1998; 

Mulligan, 2005; Juwarkar et al., 2007). Juwarkar et al. (2007) evaluated the potential of 

rhamnolipid biosurfactant, produced by the Pseudomonas aeruginosa BS2 strain, for 

removing heavy metals (cadmium and lead) from artificially contaminated soils. The 

results showed that the di-rhamnolipid removed not only the leachable or available 

fraction of Cd and Pb, it also removed these metals disposed into the environment in a 

less available form to leaching.   

  Juwarkar et al. (2007) carried out experiments using sand columns and 

assessed the potential of rhamnolipid biosurfactants produced by P. aeruginosa strain 

BS2 for removing metals connected to other substances, when compared to tap water, 

which only removed the mobile fraction. Contaminated soil washing with tap water 

revelaed that nearly 2.7% of Cd and 98% of Pb present in the soil either had free 

available shapes or were weakly linked. On the other hand, the washing with 

rhamnolipids removed 92% of Cd and 88% of Pb 36 hours later. The researchers also 

noticed that the microbial population in the contaminated soil increased after the 

metals were removed by the biosurfactant, thus confirming the decrease of metal 

toxicity to the soil microflora. Therefore, the authors concluded that biosurfactant is 
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effcicient at removing heavy metals from the soil without damaging existing 

mircroorganisms.  

Banat et al. (2000) investigated the use of rhamnolipids produced by P. 

aeruginosa ATCC 9027 to remove metals from soils contaminated with cadmium and 

nickel. They reported that 92% of Cd++ was complexed in a 0.5 mmol/L solution of Cd 

(NO3)2 when they used an aqueous solution of rhamnolipids (22 mg/L). Neilson et al. 

(2003) reported the potential application of rhamnolipid to remove metals from lead-

contaminated soils. The authors used a 10 mmol/L solution of rhamnolipids, which 

promoted the removal of about 15% of lead after ten washes. 

Tests carried out by Dahr Azma and Mulligan (2004) showed that 

rhamnolipids, used in a 2% concentration at room temperature, extracted 28% of 

copper present in contaminated soils, pointing out that this substance may be 

characterized as an important bioremediation agent for soils contaminated with 

heavy metals. According to Mulligan et al. (1999), rhamnolipids are effective to 

remove hydrocarbons and heavy metals from soil and may be effective to remove 

contaminant mixtures (hydrocarbons and metals). 

Olesja et al. (2010) investigated toxicity and modulating effect upon Cd 

availability in the DS10-129 mono- and di-rhamnolipid mixture, by using 

bioluminescent Gram-negative bacteria Vibrio fischeri and recombinant 

bioluminescent Pseudomonas fluorescens, P. aeruginosa, Escherichia coli, and 

Gram-positive Bacillus subtilis. The results showed that rhamnolipids reduced 

bioluminescence of these bacteria in less than a second of exposure, even in 

relatively low concentrations (30 min-EC50 45-167 mg/L). However, 50 mg/L 

rhamnolipid reduced Cd toxicity for Gram-negative bacteria up to 10-fold (EC50 30 

min the values 0.16 mg/L for E. coli, 0.96 mg/L of P. flurorescens, and 4.4 mg/L for V. 

fischeri).  

The use of biosurfactants has been the subject of studies on pesticide 

biodegradation. According to Mulligan (2005), biosurfactant efficacy in this process 

depends on the kind of compound to be biodegraded and the concentrations used in 

the process. 

Singh et al. (2009) studied the effect of a biosurfactant produced by P. 

aeruginosa, isolated from agricultural soil, in biodegradation of organophosphate 



74 

�

�

chlorpyriphos. According to the authors, adding biosurfactant resulted in 98% 

degradation of chlorpyriphos, when compared to 84% in the absence of the 

biosurfactant. 

Mata-Sandoval et al. (2000) compared both the capacity of the rhamnolipid 

mixture in solubilization of trifluralin and atrazine with effects caused by the synthetic 

surfactant Triton X-100. The authors stated that the rhamnolipids were as efficient as 

the synthetic biosurfactant, since they equally solubilized all the pesticides. The 

biosurfactant strongly linked to trifluralin, forming micelles that separated the 

pesticide from the aqueous phase, thus facilitating the action of microorganisms. 

3. CONCLUSION 

 Rhamnolipid biosurfactants have properties that make agents potentially 

applicable in several areas, as well as in synthetic agent substitution, once they 

promote higher or equal efficacy for several processes in which they can be used. 

However, the fact that rhamnolipids are substances produced by bacteria that are 

pathogenic to man and their synthesis is related to the same complex as the genetic 

regulation that controls P. aeruginosa virulence, many studies still ought to be carried 

out so that there is a better understanding of the mechanisms of action of this 

substance on different organisms. There are still no current studies on the 

rhamnolipid toxic activity to human cells. Paradoxically, there are a lot of studies that 

show the substance efficacy for the cosmetic and pharmaceutical industry, 

agriculture, and others.  

 The studies compiled in this review report that rhamnolipid biosurfactant is 

capable of incorporating in the cell membrane among phospholipids and producing 

changes in the membrane structure, properties and function. It also damages the 

cytoplasmic organelles and the nuclear envelope, mobilizes the calcium of cell 

compartments, and there is some evidence of its action on the calcium ATPase 

inactivation. Rhamnolipids have cytostatic action and is cytosolic to vegetables.  

There are no works in the literature that evaluate the genotoxic and mutagenic 

potential of rhamnolipids. Based on the activity of other mutagenic substances that 

act on the cell similarly to rhamnolipids, this substance might potentially cause 

indirect DNA damage; for instance, when it changes the amount of intracellular 

calcium. Some studies show that the calcium increase in the cell alters the formation 
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of mitotic spindles and, consequently, damages the genetic material such as 

chromosome and nuclear aberrations.   

Another concern about the use of rhamnolipids is related to the fact that this 

substance might facilitate the entrance of contaminants into the cell. In that case, 

contaminated places, if bioremediated by rhamnolipids, might contain toxic 

compounds that are easily incorporated into the living exposed organisms, since 

these compounds can easily pass biological membranes. This interaction with the 

membrane, proved by several authors, may alter natural selectivity of membranes 

and, therefore, allow or facilitate the entrance of potentially toxic, genotoxic and 

mutagenic contaminants into the cell. Therefore, the mechanisms of action of 

rhamnolipids and their synergy with environmental contaminants must be better 

investigated. In bioremediation processes, several studies have shown rhamnolipid 

efficacy in degradation and hydrocarbon dispersion. This biosurfactant also promotes 

the removal of heavy metals from the soil. There are, however, a restricted number of 

reports on its potential for solubilizing pesticides.  
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RESUMO  

Vários dispersantes utilizados para remediar áreas impactadas por óleo, apesar de 
eficientes, têm mostrado um potencial tóxico sobre os organismos e causado danos 
maiores ao ambiente que aqueles promovidos pelo contaminante. Os ramnolipídios 
são biossurfactantes produzidos pela bactéria Pseudomonas aeruginosa, bastante 
eficientes na redução da tensão superficial e interfacial entre a água e óleo, que, por 
serem considerados de baixa toxicidade ao ambiente, se caracterizam em sérios 
candidatos na substituição de dispersantes sintéticos usados em limpezas de 
ambientes impactados por petróleo. No entanto, assim como qualquer surfactante, 
os ramnolipídios possuem características químicas que os tornam reativos aos 
componentes da membrana celular dos organismos expostos, principalmente com 
os lipídios, o que pode promover alterações na estrutura e funcionamento dos 
envoltórios celulares. Desta maneira, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial 
tóxico, genotóxico e mutagênico do biossurfactante ramnolipídio e a sua possível 
ação facilitadora no carreamento de compostos presentes no petróleo para o interior 
da célula, utilizando o sistema teste Allium cepa. Para essa avaliação foram 
preparadas três concentrações do biossurfactante ramnolipídio (1g/L, 2g/L e 10 g/L), 
extraído de um inoculo da linhagem LBI de Pseudomonas aeruginosa. Foram 
realizadas as simulações de derrame de petróleo cru pesado em água doce. P (água 
+ petróleo); PB1 (água + petróleo + biossurfactante 1 g/L); PB2 (água + petróleo + 
biossurfactante 10 g/L), além de experimentos com água e biossurfactante na 
concentração 1 e 10 g/L (B1 e B2, respectivamente). A partir desses experimentos, 
foram obtidas as amostras de água com os contaminantes da simulação, para serem 
realizadas as avaliações químicas das amostras e investigada a ação dos 
compostos presentes sobre as células de diferentes regiões de desenvolvimento da 
espécie Allium cepa. Nossos resultados mostraram que as concentrações 1g/L e 
2g/L são tóxicas para o organismo por promoverem a inibição da germinação das 
sementes de A. cepa. No entanto, quando as concentrações 1 g/l e 10 g/l foram 
associadas ao petróleo durante a simulação verificamos que o ramnolipídio não 
promoveu danos tóxicos, genotóxicos e mutagênicos adicionais aqueles observados 
para as células expostas somente as frações solúveis do petróleo, indicando a 
ausência de efeitos sinérgicos entre o ramnolipídio e os hidrocarbonetos policíclicos 
aromáticos (HPA). Além disso, nossos resultados comprovaram também que o 
ramnolipídio, embora possa interagir com os componentes da membrana celular, 
não facilitou o carreamento de compostos presentes no petróleo para o interior das 
células, se caracterizando em um bom agente biorremediador na limpeza de 
ambientes impactados por petróleo e seus derivados.

Palavras chaves: Allium cepa, Pseudomonas aeruginosa, surfactantes, 
biorremediação, aberrações cromossômicas, micronúcleo.  
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1. INTRODUÇÃO 

Agentes tenso-ativos, como os surfactantes, são utilizados como uma das 

diversas estratégias de limpeza de ambientes contaminados por petróleo. Os 

surfactantes são capazes de reduzir a tensão superficial e interfacial de meios 

líquidos e promover a formação de micro-emulsões em soluções de água e 

hidrocarbonetos, permitindo a separação das fases e reduzindo a viscosidade de 

óleos (FIECHTER, 1992; HOLMBERG, 2002; VANCE - HARROP et al., 2003). As 

características químicas dos surfactantes permitem a sua utilização como um 

eficiente dispersante no processo de biorremediação de ambientes impactados por 

hidrocarbonetos. A dispersão do óleo em pequenas partículas facilita a sua retirada 

do ambiente e a sua degradação por microorganismos (BANAT, 1995; BOGNOLO, 

1999; BANAT et al., 2000; MAIER e SOBERÓN-CHÁVEZ, 2000; MAKKAR e 

CAMEOTRA, 2001; MULLIGAN, 2005). Porém, Gloxhuber (1980) afirma que os 

surfactantes podem promover alterações estruturais nas mitocôndrias e interferir na 

fosforilação oxidativa, alterações na permeabilidade da membrana ao potássio e 

inibir a síntese de DNA.  

Segundo Healy et al. (1996), a contaminação ambiental por derrames de óleo, 

associados à surfactantes sintéticos utilizados na indústria e na limpeza de 

ambientes atingidos por esses contaminantes, freqüentemente acabam levando a 

uma maior degradação do ambiente.  

O crescimento da preocupação ambiental, combinado com novas legislações 

de controle do meio ambiente, estimulou a busca por surfactantes naturais a serem 

utilizados como uma alternativa contra as contaminações ambientais por produtos 

sintéticos, classificados, muitas vezes, como contaminantes. Os biossurfactantes 

oferecem diversas vantagens, quando comparado aos surfactantes sintéticos, como, 

por exemplo, a sua maior biodegradabilidade (RON e ROSENBERG, 2002; MOHAN 

et al., 2006); maior diversidade; baixa toxicidade e citotoxicidade; compatibilidade 

ambiental, o que evita o acúmulo de substâncias exógenas no meio ambiente e 

maior seletividade e atividade específica em condições extremas de temperatura, pH 

e salinidade (FIECHTER, 1992). Porém, apesar de suas vantagens, algumas 

pesquisas indicam que, assim como os surfactantes sintéticos, os biossurfactantes 

também podem perturbar a estrutura da bicamada lipídica das membranas celulares 
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(GRAU et al., 1999; BIGOGNO et al., 2002; WANG et al., 2005), devido ao caráter 

anfipático de sua molécula.  

Vegetais superiores apresentam características que permitem sua utilização, 

com muita eficiência, no monitoramento de ambientes impactados por poluentes. A 

espécie Allium cepa (Lilliacea, monocotiledônea) tem sido usada por diversos 

autores na avaliação de contaminantes do solo e da água e permite identificar 

potenciais tóxicos, genotóxicos e mutagênicos de várias substâncias, assim como o 

efeito sinérgico entre elas (FISKEJÖ, 1985; RANK et al., 2002; EVSEEVA et al., 

2003; FERNANDES et al., 2007; CARITÁ e MARIN-MORALES, 2008; FERNANDES 

et al., 2009; HOSHINA e MARIN-MORALES, 2009; LEME  e MARIN-MORALES, 

2009; RADIC et al., 2010). A atividade tóxica pode ser observada neste vegetal por 

meio da mudança na taxa de germinação e no desenvolvimento da planta, assim 

como por meio da inibição do índice mitótico em regiões meristemáticas. Já as 

alterações no material genético são observadas pelo potencial de indução de 

aberrações cromossômicas e nucleares de células de diversas regiões do 

organismo. O sistema-teste A. cepa tem mostrado alta sensibilidade e boa 

correlação, quando comparado com outros sistemas teste, principalmente com os de 

mamíferos (CHAUHAN et al., 1999; MATSUMOTO et al., 2006; BIANCHI, 2008; 

MAZZEO, 2009).  

Os objetivos desse estudo foram avaliar, pelo uso do sistema teste Allium 

cepa, o potencial tóxico, genotóxico e mutagênico do biossurfactante ramnolipídio, a 

sua possível ação facilitadora no carreamento de compostos presentes no petróleo 

para o interior da célula. 

2. Materiais e Métodos

2.1. Produção do biossurfactante ramnolípio  

Foi avaliado neste trabalho um biossurfactante conhecido como ramnolipídio, 

cuja estrutura química é de um glicolipídios constituído de ácidos graxos ligados a 

moléculas de ramnose (Figura 1) (NITSCHKE et al., 2005).  
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 Ramnose  Ácido graxo 

  Figura 1. Estrutura química do biossurfactante ramnolipídio.

O ramnolipídio utilizado foi obtido a partir da bactéria Pseudomonas 

aeruginosa, linhagem LBI, isolada de solo contaminado por petróleo (BENINCASA et 

al., 2002), sendo mantida em Agar nutriente, em tubos criogênicos a -20°C. 

Para o preparo do pré-inóculo, o microrganismo foi semeado em meio 

inclinado, permanecendo neste ambiente por 24 horas à 30ºC. Em seguida, para a 

obtenção de uma suspensão microbiona, foi adicionado ao meio 3 mL de água 

destilada estéril. Esta suspensão foi padronizada a 610 nm, densidade óptica de 

0,65 ± 0,01 (aprox. 108 CFU/ml). Posteriormente, foram transferidos 4 mL desta 

solução para frascos de Erlenmeyer, contendo 200 mL de meio mineral (ROBERT et 

al., 1989). Foi acrescido nestes frascos, como única fonte de carbono do meio, 4 mL 

de óleo de soja. O frasco com este inóculo permaneceu por 24 horas em shaker a 

200 rpm e 30°C. 

 A produção de ramnolipídios foi feita em frascos de Erlenmeyer (volume de 1 

L), contendo 300 mL de meio mineral, 6 mL do inóculo e 6 mL de óleo de soja. Os 

frascos foram incubados em shaker à 30ºC, 200 rpm por um período de 120 horas. 

O pH inicial do meio foi ajustado para 6,8. Para realização da extração dos 

ramnolipídios, o caldo com o produto (biossurfactante) foi centrifugado a 12.000 rpm, 

durante 20 minutos. O sobrenadante foi separado e acidificado com H2SO4 6M para 

pH 2,0, sendo adicionado, a seguir, um volume equivalente ao do caldo de 

clorofórmio/metanol (2:1). A mistura foi vigorosamente agitada por 10 minutos e, em 

seguida, mantida em repouso até a completa separação das fases. A fase orgânica 

foi removida e a operação se repetiu com a fase aquosa. Para a concentração do 
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produto, foi utilizado o rotavapor, que promoveu a evaporação dos solventes 

obtendo um produto com, praticamente, 100% de pureza.  

Para a determinação da tensão superficial do ramnolipídio, foi seguido o 

método do anel de De Nöuy, utilizando tensiômetro Krüss K6. Neste processo, foi 

utilizada uma concentração de 1 g/L de ramnolipídio, considerada padrão para este 

produto (COSTA et al., 2006; COSTA et al., 2009 e NITSCHKE et al., 2010). A 

tensão interfacial do ramnolipídio foi obtida a partir de uma solução contendo 1 g/L 

do biossurfactante e n-hexadecano, na proporção de 1:1 (10 mL da concentração do 

biossurfactante e 10 mL de n-hexadecano), utilizando para esta avaliação o 

tensiômetro Krüss K6. As análises foram realizadas em triplicata. 

2.2. Avaliação Ecotoxicológicas 

Para a avaliação das atividades tóxicas, genotóxicas e mutagênicas do 

biossurfactante, quando utilizado como agente biorremediador de águas 

contaminadas com petróleo, foram realizadas simulações de derrame de óleo cru 

pesado (proveniente da Bacia de Campos/RJ - Brasil) em água doce. Todas as 

simulações foram realizadas em recipientes cilíndricos montados com tubos de PVC 

(Poli Cloreto de Vinila) de 1,20m de comprimento e 150 mm de diâmetro (Figura 2). 

Estes recipientes receberam um volume equivalente a 20L de água do tanque de 

criação de peixes e 5 mL de petróleo, criando, assim, uma pluma de óleo de, 

aproximadamente, 0,2mm ou 200µm de espessura. Uma bomba de circulação, com 

uma vazão de aproximadamente 480 L/h, foi colocada na base dos tubos, com o 

intuito de simular a movimentação de um corpo d’água. 

Foram processadas, nestes tubos as seguintes simulações: derrame de 

petróleo (água + petróleo = P); derrame de petróleo biorremediado com 

biossurfactante ramnolipídio na concentração de 1 g/L (água + petróleo + 

biossurfactante 1 = PB1); derrame de petróleo biorremediado com biossurfactante 

ramnolipídio na concentração 10g/L (água + petróleo + biossurfactante 2 = PB2). A 

proporção de biossurfactante utilizado nas misturas foi de 5% do total de óleo 

derramado (conforme resolução CONAMA 269, para surfactante sintético). Foram 

realizados, nas mesmas condições, experimentos com água e biossurfactante (água 

+ biossurfactante 1 g/L = B1; água + biossurfactante 10 g/L = B2). O Controle 

ambiental foi feito com água do tanque de criação de peixes e o controle negativo 

com água ultrapura.  
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Os tubos utilizados nas simulações foram fechados com papel alumínio e 

expostos a ambiente natural externo, por 16 horas. Esse procedimento foi realizado 

para garantir a incorporação dos hidrocarbonetos hidrossolúveis à água dos 

experimentos. Em seguida, os tubos foram expostos a luz solar intensa, por 6 horas, 

para que os produtos de degradação também fossem incorporados ao solvente.  

Posteriormente, foram coletadas, por diferença de densidade, todas as 

amostras de águas contendo as frações solúveis do petróleo (PB1, PB2 e P) e as 

amostras de B1, B2 e CN. Com as amostras de água coletadas, foram realizadas os 

ensaios ecotoxicológicos, as análise qualitativa e quantitativa dos HPA e mensurado 

o pH de cada uma destas amostras A análise dos hidrocarbonetos foi realizada pela 

empresa Analytical Technology Serviços Analíticos e Ambientais Ltda, por meio de 

cromatografia gasosa (cromatógrafo Thermo, modelo Focus) acoplado a um 

espectrômetro de massas (Thermo, modelo DSQ). A coluna utilizada para a análise 

foi VB-5, 30m x 0,25mm x 0,25 µm. A empresa seguiu as normas de análise 

estabelecidas pela USEPA 8270D. 

Figura 2. Esquema ilustrativo do experimento 1. Água + Petróleo (P); 2. Água + petróleo + 
biossurfactante 1 g/L (PB1); 3. Água + petróleo + biossurfactante 10 g/L (PB2); 4. Água coletada nos 
tanques de criação de peixe (CA) 5. Água + biossurfactante 1 g/L (B1); 6. Água + biossurfactante 10 
g/L (B2); A1 e A2. Adição nas amostras, por meio de gotejamento realizado com micropipeta, de 0,25 
mL de biossurfactante, na concentração 1g/L (A1) e 2 g/L (A2); B. Representação da pluma de óleo 
(200µm); C. 20 L de água obtida nos tanques de criação de peixes, que são abastecidos com água 
de poço artesiano; D. Bomba de circulação de água; E. Torneira para promover a vazão para coleta 
da amostra que contém a fração solúvel do petróleo.
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2.3. Organismo teste 

O material biológico utilizado neste estudo, para avaliação da toxicidade, 

genotoxicidade e mutagenicidade do biossurfactante ramnolipídio, bem como os 

efeitos sinérgicos da associação do petróleo com o biossurfactante, foi o organismo 

Allium cepa, variedade baia periforme (2n = 2x = 16). 

As raízes obtidas nos testes de germinação das sementes de A. cepa foram 

utilizadas nos ensaios de aberrações cromossômicas e de micronúcleos de células 

de 3 diferentes regiões: região meristemática, região F1 e região embrionária do 

caule (hipocótilo) (Figura 3). 

                                                                            

Figura 3. Esquema ilustrativo das regiões da plântula de A. cepa utilizada para a avaliação de 
mutagenicidade e genotoxidade das amostras estudadas.  

2.4. Avaliação do potencial tóxico, genotóxico e mutagênico 

Para avaliação do efeito tóxico, genotóxico e mutagênico das amostras 

coletadas (P, PB1, PB2, B1, B2 e CA), foram realizadas as análise do índice de 

germinação, de aberrações cromossômicas e de micronúcleos. 

Os testes de germinação foram realizados em triplicata e os de 

genotoxicidade e mutagenicidade em duplicata. 100 sementes de A. cepa foram 

expostas a 15 mL das amostras P, PB1, PB2, B1, B2, sendo uma placa de Petri para 

cada tratamento. Todos os testes de germinação ocorreram em condições de BOD. 

Além dos testes realizados com as amostras obtidas na simulação, também foram 

avaliadas as concentrações de 1 e 2 g/L do biossurfactante ramnolipídio (BIO1 e 

BIO2, respectivamente). O controle negativo foi realizado em água ultrapura. Para a 

avaliação de genotoxicidade e mutagenicidade também foram realizados 2 testes 
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controle positivo: controle positivo aneugênico em trifluralina (0,84 mg/L) (CP1) e 

controle positivo clastogênico em Metil-metanosulfonato - MMS (10 mg/L) (CP2).  

Para o teste de germinação, foram contabilizadas as sementes germinadas, 

após 5 dias de exposição aos tratamentos, cujos valores obtidos foram comparados, 

estatisticamente, com o teste controle negativo. Após a quantificação do índice de 

germinação, as raízes, com aproximadamente 2 cm de comprimento, foram 

coletadas e fixadas em Carnoy (3:1), para posterior uso no preparo das lâminas a 

serem utilizadas nos testes de genotoxicidade e mutagenidade. As raízes fixadas 

foram coradas por meio da reação de Feulgen e as três regiões utilizadas nas 

análises (região meristemática, F1 e hipocótilo) foram seccionadas e preparadas em 

lâmina pelo método de esmagamento. Foram preparadas 10 lâminas para cada uma 

das simulações realizadas, sendo analisadas cerca de 500 células, por lâminas, de 

cada uma das regiões. A análise foi realizada em microscópio de luz, utilizando o 

aumento de 1000 vezes. A avaliação genotóxica e mutagênica foi feita calculando as 

freqüências de aberrações cromossômicas e de micronúcleo, respectivamente.  

A análise estatística foi realizada utilizando o teste não paramétrico de 

Kruskal-Wallis. 

3. RESULTADOS 

Os resultados obtidos após a verificação das propriedades tensoativas do 

biosurfactante ramnolipídio estão demonstrados na tabela 1. Como pode ser visto, a 

concentração 1 g/L de ramnolipídio foi capaz de diminuir a tensão interfacial da água 

para um valor menor que 30 (Mn/m) e a tensão interfacial para um valor abaixo de 1 

Mn/m. 

Tabela 1 – Média observada das propriedades tensoativas de solução de 0,1% de 
ramnolipídios produzidos por P. aeruginosa LBI. 

Propriedades Ramnolipídio de Pseudomonas aeruginosa LBI

Tensão superficial (Mn/m) 24.9±0,06 

Tensão Interfacial (Mn/m) 0,63±0,06 
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Dentre as diversas substâncias que compõem o petróleo, os Hidrocarbonetos 

Policíclicos Aromáticos (HPAs) são especialmente perigosos, devido ao caráter 

carcinogênico e mutagênico que muitos apresentam. A tabela 2 traz os resultados 

obtidos dos HPAs presentes nas amostras das simulações feitas com petróleo e 

biossurfactante. Foram avaliados e quantificados os 16 HPAs recomendados pela 

EPA, por serem considerados, pela agência, como prioritários em avaliações 

ambientais.  

Foi avaliado o pH de todas as amostras obtidas nos ensaios (CA, P, PB1, 

PB2, B1 e B2), para verificar a possibilidade das substâncias testadas alterar o pH 

da água do controle ambiental (utilizada em todos os experimentos). Os dados 

obtidos nesta avaliação estão apresentados na figura 4. 

Figura 4. Variação de pH observada nas amostras estudadas. 

Os resultados obtidos nos teste de germinação de sementes expostas às 

amostras de águas derivadas da simulação de derrame de petróleo, com e sem 

ramnolipidio, mostraram que as frações solúveis do petróleo não inibiram a 

germinação de sementes de Allium cepa. No entanto, os testes realizados somente 

com o ramnolipídio (concentrações de 1 g/L e 2 g/L) mostraram que o 

biossurfactante foi tóxico para o organismo estudado, como pode ser observado na 

figura 5.  
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Figura 5. Índice de germinação de sementes de A. cepa expostas às diferentes amostras resultantes 
da simulação de contaminação por petróleo, com e sem biorremediação pelo biossurfactante, e às 
concentrações de 1 e 2 g/L do ramnolipídio. CN. Controle negativo, CA. Controle ambiental, P.
Petróleo+água, B1. biossurfactante 1 (1 g/L) e B2. biossurfactante 2 (10 g/L), PB1. Água + petróleo + 
biossurfactante 1 g/L, PB2. Água + petróleo + biossurfactante 10 g/L, BIO 1. 1g/L do ramnolipídio, 
BIO 2. 2 g/L do ramnolipídio. * p<0,05. 

A inibição do índice de germinação, observado em BIO 1 (22,3%) e BIO 2 

(5,66%), quando comparado ao controle negativo e ao controle ambiental, foi 

superior a 50%, chegando próximo de 100% em BIO 2. 
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 Para avaliar o possível efeito genotóxico das amostras P, PB1, PB2, B1, B2 e 

CA, foram utilizados parâmetros celulares relacionados ao desempenho da atividade 

cromossômica durante o processo de divisão celular mitótica, como a frequência de 

aberrações cromossômicas (perdas e pontes cromossômicas, c-metáfases, 

anáfases multipolares e poliploidias) em células das regiões meristemáticas e do 

hipocótilo. A avaliação do potencial mutagênico foi feita pela análise da indução de 

micronúcleos em células meristemática, células F1 e células do hipocótilo de A. 

cepa. As concentrações BIO1 e BIO2, devido ao baixo índice de germinação e 

inibição do índice mitótico, não puderam ser avaliadas quanto a esse parâmetro. Os 

resultados obtidos nessas análises estão expostos na tabela 3 e figuras 6, 7 e 8.  

Tabela 3. Frequência de aberrações cromossômicas observadas em células das regiões 
meristemáticas e do hipocótilo após exposição às amostras estudadas. 

 CM. células meristemáticas, CH. Células do hipocótilo. CN. Controle negativo, CA. Controle ambiental, CP1. Controle 
positivo 1 (trifluralina), CP2. Controle positivo 2 (metilmetano sulfonato), P. Petróleo + água, PB1. Água + petróleo + 
biossurfactante 1 g/L, PB2. Água + petróleo + biossurfactante 10g/L, B1. biossurfactante 1 (1 g/L) e B2. biossurfactante 
2 (2 g/L). 

Figura 6. Frequência de micronúcleos observados em células do hipocótilo, após exposição às 
amostras estudadas. CN. Controle negativo, CA. Controle ambiental, CP1. Controle positivo 1 
(trifluralina), CP2. Controle positivo 2 (metilmetano sulfonato), P. Petróleo+água, B1. biossurfactante 
1 (1 g/L) e B2. biossurfactante 2 (10 g/L), PB1. Água + petróleo + biossurfactante 1 g/L, PB2. Água + 
petróleo + biossurfactante 10 g/L. * p<0,05. 

CN CA CP1 CP2 P PB1 PB2 B1 B2

CM 0,1±0,31 0,25±0,44 0,7±0,8 23,7±12,38* 0,30±0,57 0,15±0,37 0,1±0,31 0,05±0,22 0,15±0,37 

CH 0,15±0,37 0,2±0,52 0,45±0,51 24,1±12* 0,3±0,92 0,2±0,41 0,2±0,52 0,05±0,22 0,25±0,55 
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Figura 7. Frequência de micronúcleos observados em células da região F1, após exposição às 
amostras estudadas. CN. Controle negativo, CA. Controle ambiental, CP1. Controle positivo 1 
(trifluralina), CP2. Controle positivo 2 (metilmetano sulfonato), P. Petróleo+água, B1. biossurfactante 
1 (1 g/L) e B2. biossurfactante 2 (10 g/L), PB1. Água + petróleo + biossurfactante 1 g/L, PB2. Água + 
petróleo + biossurfactante 10 g/L. * p<0,05. 

Figura 8. Frequência de micronúcleos observados em células da região meristemática da raiz, após 
exposição às amostras estudadas.  CN. Controle negativo, CA. Controle ambiental, CP1. Controle 
positivo 1 (trifluralina), CP2. Controle positivo 2 (metilmetano sulfonato), P. Petróleo+água, B1.
biossurfactante 1 (1 g/L) e B2. biossurfactante 2 (10 g/L), PB1. Água + petróleo + biossurfactante 1 
g/L, PB2. Água + petróleo + biossurfactante 10 g/L. * p<0,05. 

Como pode ser visto na tabela 3, as amostras estudadas não induziram 

aberrações cromossômicas, em níveis estatisticamente significativos, nas células da 

região meristemática da raiz e nas células do hipocótilo. As figuras 6, 7 e 8 

representam o potencial mutagênico das amostras P e PB2 para as células da 

região F1; P, PB1 e PB2, para as células da região do hipocótilo; e P para região 

meristemática da raiz. Os resultados também mostraram que a presença do 

biossurfactante nas amostras que contém a fração solúvel do petróleo não 

promoveu aumento da atividade mutagênica. 
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4. DISCUSSÃO 

O biossurfactante ramnolipídio, pertencente à classe dos glicolipídio, é um 

surfactantes microbianos constituído de carboidratos ligados a longas cadeias de 

ácidos graxos (NITSCHKE et al., 2005). Os ramnolipídios são produzidos por 

diversas linhagens da bactéria Pseudomonas aeruginosa e já estão comercialmente 

disponíveis no mercado (Jeneil Biossurfactante®).  

Segundo Mercadé e Manresa (1994), para uma molécula ser considerada um 

bom agente surfactante ela deve reduzir a tensão superficial da água de 72 mN/m 

para valores menores de 30 mN/m e a tensão interfacial para valores em torno de 

1,0 mN/m. O ramnolipídio produzido em nossos estudos apresentou excelentes 

propriedades tensoativas, podendo ser aplicado em processos de biorremediação e 

dispersão de hidrocarbonetos, uma vez que nossos resultados mostraram que 1g/L 

de ramnolipídio apresentou uma tensão superficial da água de 24,9 mN/m e a 

diminuição da tensão interfacial do n-hexadecano de 41,8 para 0,63 mN/m. 

A influência do pH sobre os ecossistemas aquáticos naturais dá-se 

diretamente devido a seus efeitos sobre a fisiologia das diversas espécies. O efeito 

indireto do pH também é muito importante, pois, em determinadas condições, pode 

contribuir para a precipitação de elementos químicos tóxicos ou alterar a solubilidade 

dos nutrientes (CETESB, 1999). 

Segundo Lovaglio (2007), valores de pH entre 5-10 não interferem nas 

propriedades do biossurfactante ramnolipídio, porém, concentrações menores que 5 

podem promover a precipitação do biossurfactante e o aumento da tensão 

superficial, o que ocasionaria uma diminuição na eficiência da substância em 

processos de biorremediação. Nossos resultados mostraram que o petróleo não 

alterou o pH da água usada para a preparação das amostras, o que certifica a 

possibilidade de uso do biossurfactante em processos de descontaminação 

promovida por este tipo de poluente. Neste caso, o biossurfactante formaria micelas, 

que facilitariam a dispersão e degradação microbiana do óleo. Nossos resultados 

também indicaram que o biossurfactante não alterou o pH da água.  

O petróleo é uma mistura complexa, constituída de gases e óleos de 

hidrocarbonetos, além de água salgada. Dentre os compostos que constituem o óleo 

cru, estão os HPAs, poluentes orgânicos de grande persistência ambiental (POP) 

(SOBREIRA, 2004). Muitos desses HPAs são considerados potencialmente 
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carcinogênicos, mutagênicos e inibidores de crescimento (BOGNOLO, 1999; 

COSTA, 2001). Porém, Netto et al.(2000) afirma que os HPAs não são mutagênicos 

diretos e necessitam sofrer ativação metabólica preliminar para se tornarem capazes 

de reagir com o DNA e outras macromoléculas.  

A biotransformação caracteriza-se em alterações estruturais ou químicas que 

as substâncias sofrem no organismo, geralmente associadas a processos 

enzimáticos, que leva à formação de derivados mais polares e mais hidrossolúveis. 

As substâncias que possuem grupos funcionais hidrofílicos sofrem conjugação 

direta, sendo seus produtos mais rapidamente excretados. No entanto, os 

compostos lipossolúveis, como os HPAs, que são pouco polares, necessitam de 

reações pré-sintéticas como condição para posterior conjugação. A 

biotransformação dos HPAs, então, envolve uma série de enzimas que catalisam 

reações de oxidação, redução e hidrólise, bem como as que catalisam reações de 

conjugação, que estão presentes em todos os tecidos biológicos (MUTTI e 

BERGAMASCHI, 1996).  

Em mamíferos, os HPAs são metabolizadas por 2 grupos de enzimas: as 

enzimas de fase I, que geralmente modificam a estrutura química da substância, 

mediante adição de um grupo funcional (-OH, -NH2, -SH, ou -COOH), o que resulta 

em um pequeno aumento de hidrofilicidade e as enzimas de biotransformação de 

fase II, que são catalisadas por uma conjugação de enzimas, cujos produtos são 

solúveis em água e podem ser excretados pelo corpo (MARIN-MORALES et al, 

2009). Segundo Shimabukuro, et al. (1982), em plantas, foi proposta uma reação 

adicional, denominada de fase III, chamada também de conjugação secundária, para 

distinguir-la da primeira conjugação de fase II. Nesta fase, os produtos são 

insolúveis em água, geralmente inativos e são depositados em compartimentos 

específicos da célula ou incorporados em uma estrutura celular. 

A espécie A. cepa é capaz de metabolizar pró-mutágenos (VELEMÍNSKÝ e 

GICHNER, 1988) e tem sido utilizada como indicador de genotoxicidade para 

diversos contaminantes orgânicos (FISKEJÖ, 1985; RANK et al., 2002; EVSEEVA et 

al., 2003; FERNANDES et al., 2007; CARITÁ e MARIN-MORALES, 2008; 

FERNANDES et al., 2009; HOSHINA e MARIN-MORALES, 2009; LEME e MARIN-

MORALES, 2009; RADIC et al., 2010). Porém, segundo Uhl et al. (2003), a espécie 
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A. cepa não responde à atividade genotóxica de HPAs, devido a sua menor 

reatividade aos produtos de biotransformação dos hidrocarbonetos. Velemínský e 

Gichner (1988), afirmam que, apesar do teste de aberrações cromossômicas em A. 

cepa ser bastante eficiente na resposta da genotoxicidade de outros pró-mutágenos 

como benzidine, aflatoxinas, estireno, piroalizidinas etanol, este end point parece 

não ser indicado para análise da genotoxicidade de HPAs. Porém Leme e Marin-

Morales (2008) mostraram que este organismo teste foi eficiente na identificação de 

genotoxicidade e mutagenicidade de águas de um rio impactado por derrame de 

petróleo bruto 

Dos 16 HPAs indicados como prioritários para avaliação em contaminações 

ambientais pela USEPA (1984), apenas seis deles foram encontrados nas nossas 

amostras: naftaleno, fluoreno, fenantreno, acenafteno, acenaftileno e o pireno. 

Dentre os HPAs presentes nas amostras, o naftaleno, fluoreno e fenantreno foram 

detectados em todas as simulações realizadas com petróleo (P, PB1 e PB2), sendo 

que os mais altos índices foram registrados para o naftaleno.  

O Naftaleno é considerado um dos poluentes que mais contribuem para a 

toxicidade total de amostras de sedimentos e rejeitos líquidos (ELJARRAT e 

BARCELÓ, 2003). Esse HPA tem baixa solubilidade em água (31,7 mg/L-1) e 

sublima facilmente em temperatura ambiental. Existem comprovações claras de que 

o naftaleno passa pelo metabolismo enzimático oxidativo do citocromo P450, 

resultando na produção de metabólitos reativos que induzem a formação de 

espécies reativas de oxigênio (CHICHESTER et al., 1994; STOHS et al., 2002). 

Segundo Djomo et al. (1995), o naftaleno é capaz de induzir catarata em coelhos e 

dano bronquiolar em camundongos, pela necrose do epitélio dos bronquíolos, maior 

sítio de atividade das enzimas monoxigenases citocromo P450.  

Nossos resultados indicaram uma resposta negativa, quanto aos efeitos 

genotóxicos do petróleo cru pesado, pois as freqüências de aberrações 

cromossômicas, tanto nas células da região meristemática da raiz quanto nas 

células da região do hipocótilo, não foram estatisticamente significativas, quando 

comparadas aos resultados do controle. Esses dados parecem estar mais 

relacionados à ausência de HPAs nas frações solúveis das amostras do que a 

ausência de reatividade dos mesmos sobre o organismo A. cepa. Considerando que 

o naftaleno foi o HPA mais encontrado nas análises químicas e que este composto é 

altamente volátil, entendemos que a baixa taxa genotóxica foi decorrente da 
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completa sublimação do produto, durante o processo de germinação. Esta 

explicação também pode ser fundamentada pelas respostas mutagênicas 

registradas em todos os ensaios de micronúcleos realizados com as células de A. 

cepa. As células portadoras de MN são células que sofreram alterações 

cromossômicas durante o processo de divisão e que mantiveram a alteração, nas 

gerações celulares subseqüentes, na forma de uma pequena estrutura circular 

semelhante, em composição, ao núcleo principal. Assim, entendemos que no início 

do processo de germinação, houve uma ação do naftaleno, antes que este 

sublimasse por completo. Esta ação mutagênica pode ser atribuída aos metabólitos 

formados no processo de biotransformação, que induziu a formação de ROS, 

altamente reativas com a molécula de DNA. Estes resultados corroboram dados de 

Leme e Marin-Morales (2008) que encontraram altos índices de MN decorrentes da 

ação de hidrocarbonetos presentes em amostras de água contaminadas com 

petróleo, comprovando a fixação das alterações ocorrida durante o processo de 

divisão celular, que precedeu a formação de células micronucleadas. Esta resposta 

evidencia a ação dos HPAs sobre o organismo teste A. cepa, contrariando os dados 

de Uhl et al. (2003) e Velemínský e Gichner (1987).

O fenantreno é um HPA pertencente à classe dos compostos semi-voláteis, 

considerado, assim como o naftaleno, um poluente prioritário devido a sua 

toxicidade, persistência e predominância no meio ambiente (USEPA, 1984). Dentre 

os HPAs, o antraceno e o fenantreno são os menos reativos (COSTA, 2001). Porém, 

segundo Djomo et al. (1995), o fenantreno é capaz de induzir síntese não 

programada de DNA ou micronúcleo em células de medula óssea. Estes autores 

citam ainda que foi detectada, em salamandras, uma ação mutagênica para este 

HPA. O fenantreno demonstrou ser mais tóxico que os HPAs benzo[a]pireno, 

naftaleno e antraceno, o que pode mascarar a sua possível atividade genotóxica 

(DJOMO et al., 1995). A ausência de genotoxicidade nas nossas amostras, obtidas 

das simulações realizadas com petróleo e biossurfactante, pode também ser 

explicada pela baixa concentração de fenantreno encontrada e pela semivolatilidade 

do composto.

Fluoreno é designado como um poluente tóxico, segundo a Lei Federal Norte-

Americana 307 (CLEAN WATER ACT, 1987), e está sujeito a limitações nos 

efluentes daquele país. No entanto, Irwin (1997) infere que é raramente relatada 

toxicidade aguda para seres humanos, peixes, ou animais selvagens, quando 
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expostos a baixos níveis de fluoreno. O autor também afirma que, dados da 

literatura, que o fluoreno não é genotóxico para bactérias. Os nossos dados obtidos 

com o organismo teste A. cepa, corroboram essa ação não genotóxica do fluoreno. 

Os dados registrados para mutagenicidade com A. cepa (indução de MN) 

mostraram que o ramnolipídio testado não interferiu na ação mutagênica do 

petróleo, mostrando não haver qualquer efeito sinérgico entre o biossurfactante e os 

HPAs presentes no óleo cru pesado utilizado nas simulações realizadas nesta 

avaliação. 

Quanto aos resultados do índice de germinação, verificamos que as amostras 

P, PB1, PB2, B1 e B2 não são tóxicas para A. cepa. No entanto,quando foram 

testadas, somente as concentrações 1 g/L e 2 g/L do biossurfactante ramnolipídio, 

foi observado que este composto promove uma inibição no índice de germinação 

estatisticamente significativo, quando comparado aos resultados do controle 

negativo. Nossos resultados parecem corroborar com Millioli et al. (2007), onde os 

autores avaliaram a fitotoxicidade do ramnolipídio sobre a germinação de sementes 

de alface (Lactuca sativa) e observaram que a atividade fitotóxica do biossurfactante 

é concentração dependente, ou seja, quanto maior a concentração testada maior o 

índice de inibição de germinação. Os autores destacam que as concentrações de 1 

e 1,5% de ramnolipídio contribuíram para que houvesse uma inibição de 70 e 80 % , 

respectivamente, no índice de germinação, quando comparados à germinação do 

controle (sem o biossurfactante). 

Segundo Wang et al. (2005), o ramnolipídio também é capaz de promover um 

efeito inibitório no crescimento de algas, devido a uma forte atividade lítica da 

substância sobre as células. Os autores observaram que a lise na célula inicia-se 

com um desarranjo da membrana plasmática, seguida da desintegração das 

endomembranas celulares, efeito este irreversível para as células. Estas 

características citotóxicas do biossurfactante, descritas pelos autores acima, podem 

ser as responsáveis pela ação inibitória registrada em nossos ensaios de 

germinação, realizados com sementes de A. cepa. 
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5. CONCLUSÃO 

Concluímos, nesse estudo, que o biossurfactante ramnolipídio, produzido pela 

bactéria Pseudomonas aeruginosa LBI, tem potencial para ser utilizado em 

processos de biorremediação de águas contaminadas por petróleo.  

Este biossurfactante apresentou valores de tensão superficial e interfacial 

apropriadas para a ação tensoativa necessária para promoção de dispersão e 

degradação do petróleo por microrganismos.  

Nossos resultados mostraram que o biossurfactante, usados em simulações 

de derrame de petróleo, nas duas concentrações testadas (1 e 10 g/L), não alterou 

as atividades tóxicas, genotóxicas e mutagênicas das frações solúveis do petróleo, 

presentes nas amostras de águas, indicando a ausência de efeitos sinérgicos entre 

o ramnolipídio e os HPAs.  

Nossos resultados comprovaram também que o ramnolipídio, embora possa 

interagir com os componentes da membrana celular, não facilita o carreamento de 

compostos presentes no petróleo para o interior das células. 

O petróleo e o biossurfactante não alteraram as condições físicas de pH da 

água utilizada nas simulações, o que indica a possibilidade da utilização de 

biossufactantes na descontaminação de ambientes impactados por este produto 

químico. Somado a isso, como não houve alteração do pH, quando o ramnolipídio foi 

incorporado a mistura petróleo-água, podemos concluir que o biossufactante 

ramnolipídio, produzido pela bactéria P. aeruginosa LBI, é um eficiente agente 

dispersante e biorremediador de ambientes contaminados por HPAs.  

As atividades mutagênicas, observadas nos testes de MN, realizados com 

células meristemáticas, F1 e do hipocótilo, provavelmente ocorreram pela geração 

de espécies reativas de oxigênio, produzidas pelos produtos de biotransformação do 

naftaleno.  

Pelos testes realizados com o biossurfactante, o ramnolipídio não apresenta 

ação genotóxica e nem mutagênica para o organismo teste A cepa. 

Concluímos que a utilização do ramnolipídio em biorremediação de águas 

impactadas por petróleo pode se caracterizar em uma alternativa biotecnológica 

indicada pela sua eficiente, pela baixa toxicidade e por substituir produtos sintéticos, 

que geralmente promovem impactos ambientais adicionais à própria contaminação.  
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RESUMO 

O ramnolipídio é um biossurfactante da classe dos glicolipídios, produzido por 
diversas linhagens da bactéria Pseudomonas aeruginosa. Devido a suas 
características físico-químicas, é um excelente tensoativo para ser aplicado em 
programas de biorremediação. Essa substância auxilia na descontaminação de 
ambientes poluídos por hidrocarbonetos, pois promove a dispersão desses 
poluentes em pequenas gotas, facilitando a sua retirada do ambiente e a sua 
degradação por microorganismos. Porém, os ramnolipídios podem interagir com os 
componentes da membrana celulares, promovendo alterações na sua 
permeabilidade seletiva, levando a conseqüentes comprometimentos 
citoplasmáticos. Desta maneira, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial 
tóxico, genotóxico e mutagênico do biossurfactante ramnolipídio, produzido pela 
bactéria Pseudomonas aeruginosa LBI, quando utilizado como agente 
biorremediador no processo de limpeza de águas superficiais contaminadas por 
petróleo, por meio de ensaios toxicológicos realizados com o organismo 
Oreochromis niloticus. Neste trabalho foram realizadas simulações de contaminação 
de petróleo biorremediadas com duas concentrações de ramnolipídio (1 g/L e 10 
g/L), como segue: P (água + petróleo); PB1 (água + petróleo + biossurfactante 1 
g/L); PB2 (água + petróleo + biossurfactante 10 g/L). Também foram realizados, nas 
mesmas condições, experimentos com água e biossurfactante 1 g/L (B1) e 10g/L 
(B2). Após a obtenção de amostras de água derivadas das simulações, foram 
realizadas, além de análises químicas, para avaliação de pH e da presença de 
HPAs, análises ecotoxicológicos (tóxicas, genotóxicas e mutagênicas) para a 
verificação dos efeitos deste composto sobre as estruturas celulares e sobre o DNA 
de O. niloticus. Nossos resultados mostraram que as concentrações testadas do 
ramnolipídio apresentam pequena atividade tóxica, observada pela indução da 
formação de vacúolos citoplasmáticos e retração nuclear. No entanto, as 
concentrações testadas não promoveram qualquer ação mutagênica ou genotóxica 
às células do organismo teste estudado. 

Palavras-chave: biossurfactante, micronúcleo, ultraestrutura, ensaio do cometa, 
petróleo. 
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1. INTRODUÇÃO 

O ambiente aquático vem recebendo impactos severos derivados de 

atividades antropogênicas, cujos xenobióticos podem apresentar, além de ação 

tóxica, propriedades mutagênicas. Dentre os compostos mais impactantes para o 

ambiente estão os hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (HPAs) que, por suas 

propriedades físico-químicas e distribuição ambiental, se caracterizam em um perigo 

iminente para os organismos vivos e, conseqüentemente, para a espécie humana. 

Os efeitos nocivos dos HPAs são resultantes de diferentes biotransformações 

oxidativas que estes compostos sofrem nos organismos. Ahmad et al. (2006) 

afirmam que os metabólitos produzidos nas biotransformações tendem a reagir com 

o DNA, transformando-se em potentes substâncias mutagênicas e ou 

carcinogênicas. Segundo Albers (1995), mamíferos, aves, peixes e vários 

macroinvertebrados são capazes de metabolizar os hidrocarbonetos ingeridos e, 

portanto, estão expostos à ação de seus produtos de transformação. Muitos estudos 

realizados em ambientes aquáticos impactados com HPAs, como, por exemplo, em 

locais de vazamento de óleo, confirmaram a genotoxicidade dos metabólitos dos 

HPAs, para diversas espécies aquáticas (GRAVATO e SANTOS, 2003; BROWN e 

STEINERT, 2003; TELES et al., 2003; FRENZILLI et al., 2004).  

Os surfactantes são compostos químicos amplamente utilizados em diversos 

setores industriais (DESAI e BANAT, 1997), sendo muito utilizados na indústria de 

petróleo. A grande maioria dos surfactantes disponíveis comercialmente é 

sintetizada a partir de derivados de petróleo. Entretanto, o crescimento da 

preocupação ambiental, combinado com novas legislações de controle do meio 

ambiente, levaram à procura por surfactantes naturais como alternativas aos 

produtos existentes. Muitos compostos com propriedades tenso-ativas são 

sintetizados por vários organismos vivos, como plantas (saponinas), microrganismos 

(glicolipídios) e até mesmo o homem (sais biliares), sendo considerados surfactantes 

naturais (BOGNOLO, 1999). 

Os compostos de origem microbiana, que exibem propriedades surfactantes, 

são denominados de biossurfactantes e consistem em subprodutos metabólicos de 

bactérias, fungos e leveduras. (CAMEOTRA E MAKKAR, 1998). Os biossurfactantes 

apresentam seu maior potencial de aplicação na biorremediação de contaminantes 

ambientais lipofílicos, especificamente na limpeza de derramamentos de petróleo 
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(MULLIGAN, 2009; KRIEGER et al., 2010). Essas substâncias auxiliam na 

descontaminação de ambientes poluídos por resíduos de hidrocarbonetos, por meio 

da dispersão desses em pequenas gotas, facilitando sua retirada do ambiente e a 

sua degradação por microorganismos (BANAT, 1995; BOGNOLO, 1999; BANAT et 

al., 2000; MAIER e SOBERÓN-CHÁVEZ, 2000; MAKKAR e CAMEOTRA, 2001; 

MULLIGAN, 2005). 

Muitos testes biológicos vêm sendo desenvolvidos com o intuito de estimar as 

reações dos organismos vivos à contaminação ambiental, além de possibilitar a 

avaliação de efeitos sinérgicos de vários poluentes presentes no ambiente (ROOS et 

al., 2004; FERETTI  et al., 2008).  

A avaliação de alterações na morfologia da célula ou em seus componentes 

estruturais pode trazer informações importantes quanto à ação tóxica de poluentes. 

O teste do micronúcleo e o ensaio do cometa são importantes ferramentas utilizadas 

para avaliar danos no material genético de organismos expostos a substâncias 

químicas com potencialidade genotóxica e mutagênica, sendo esses testes 

aplicados, com sucesso, em espécies peixes (CARITÁ, 2010).  

Muitas espécies de peixes são usadas como sentinelas em avaliações da 

qualidade da água, por fornecerem diversos parâmetros indicativos dos efeitos 

biológicos dos poluentes (RAMSDORF, 2007; RIVERO et al., 2008). A espécie 

Oreochromis niloticus, popularmente conhecida como tilápia do Nilo, é um peixe 

muito utilizado em monitoramento ambiental, por vários autores (AL-SABTI e 

METCALFE, 1995, GRISÓLIA e CORDEIRO, 2000; BOMBAIL et al. 2001; 

GRISÓLIA et al., 2005; SOUZA e FONTANETTI, 2006), por responder rapidamente 

a ação de agentes promotores de danos biológicos. 

O objetivo desse estudo foi avaliar o potencial tóxico, genotóxico e 

mutagênico do biossurfactante ramnolipídio produzido a partir da linhagem LBI da 

bactéria Pseudomona aeruginosa , quando utilizado como agente biorremediador no 

processo de limpeza de águas superficiais contaminadas por petróleo, por meio de 

ensaios ecotoxicológicos realizados com o organismo teste Oreochromis niloticus. 

2. MATERIAl E MÉTODOS 

2.1. Produção do biosurfactante ramnolípio  
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Foi avaliado neste trabalho um biossurfactante conhecido como ramnolipídio, 

cuja estrutura química é de um glicolipídios constituído de ácidos graxos ligados a 

moléculas de ramnose (Figura 1) (NITSCHKE et al., 2005).  

 Ramnose  Ácido graxo 

  Figura 1. Estrutura química do biossurfactante ramnolipídio.

O ramnolipídio utilizado foi obtido a partir da bactéria Pseudomonas 

aeruginosa, linhagem LBI, isolada de solo contaminado por petróleo (BENINCASA et 

al., 2002), sendo mantida em agar nutriente, em tubos criogênicos a -20°C. 

Para o preparo do pré-inóculo, o microrganismo foi semeado em meio 

inclinado, permanecendo neste ambiente por 24 horas à 30ºC. Em seguida, para a 

obtenção de uma suspensão microbiana, foi adicionado ao meio 3 mL de água 

destilada estéril. Esta suspensão foi padronizada a 610 nm, densidade óptica de 

0,65 ± 0,01 (aprox. 108 CFU/ml). Posteriormente, foram transferidos 4 mL desta 

solução para frascos de Erlenmeyer, contendo 200 mL de meio mineral (ROBERT et 

al., 1989). Foi acrescido nestes frascos, como única fonte de carbono do meio, 4 mL 

de óleo de soja. O frasco com este inóculo permaneceu por 24 horas em shaker a 

200 rpm e 30°C. 

 A produção de ramnolipídios foi feita em frascos de Erlenmeyer (volume de 1 

L), contendo 300 mL de meio mineral, 6 mL do inóculo e 6 mL de óleo de soja. Os 

frascos foram incubados em shaker à 30ºC, 200 rpm por um período de 120 horas. 

O pH inicial do meio foi ajustado para 6,8. Para realização da extração dos 

ramnolipídios, o caldo com o produto (biossurfactante) foi centrifugado a 12.000 rpm, 

durante 20 minutos. O sobrenadante foi separado e acidificado com H2SO4 6M para 
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pH 2,0, sendo adicionado, a seguir um volume, equivalente ao do caldo, de 

clorofórmio/metanol (2:1). A mistura foi vigorosamente agitada por 10 minutos e, em 

seguida, mantida em repouso até a completa separação das fases. A fase orgânica 

foi removida e a operação se repetiu com a fase aquosa. Para a concentração do 

produto, foi utilizado o rotavapor, que promoveu a evaporação dos solventes.  

Para a determinação da tensão superficial do ramnolipídio produzido, foi 

seguido o método do anel de De Nöuy, utilizando tensiômetro Krüss K6. Neste 

processo, foi utilizada uma concentração de 1g/L de ramnolipídio, considerada 

padrão para este produto (COSTA et al., 2006; COSTA et al., 2009 e NITSCHKE et 

al., 2010). A tensão interfacial do ramnolipídio foi obtida a partir de uma solução 

contendo 1 g/L do biossurfactante e n-hexadecano, na proporção de 1:1 (10 mL da 

concentração do biossurfactante e 10 mL de n-hexadecano), utilizando para esta 

avaliação o tensiômetro Krüss K6. As análises foram realizadas em triplicata. 

2.2. Avaliação Ecotoxicológicas 

Para a avaliação das atividades tóxicas, genotóxicas e mutagênicas do 

biossurfactante, quando utilizado como agente biorremiador de águas contaminadas 

com petróleo, foram realizadas simulações de derrame de óleo cru pesado 

(proveniente da Bacia de Campos/RJ - Brasil) em água doce. Todas as simulações 

foram realizadas em recipientes cilíndricos montados com tubos de PVC (Poli 

Cloreto de Vinila) de 1,20 m de comprimento e 150 mm de diâmetro (Figura 2). Estes 

recipientes receberam um volume equivalente a 20L de água do tanque de criação 

de peixes e 5 mL de petróleo, criando, assim, uma pluma de óleo de, 

aproximadamente, 0,2mm ou 200µm de espessura. Uma bomba de circulação, com 

uma vazão de aproximadamente 480 L/h, foi colocada na base dos tubos, com o 

intuito de simular a movimentação de um corpo d’água. 

Foram simuladas, nestes tubos, as seguintes situações: derrame de petróleo 

(água + petróleo = P); derrame de petróleo biorremediado com biossurfactante 

ramnolipídio na concentração de 1g/L (água + petróleo + biossurfactante 1 = PB1); 

derrame de petróleo biorremediado com biossurfactante ramnolipídio na 

concentração 10g/L (água + petróleo + biossurfactante 2 = PB2). A proporção de 

biossurfactante utilizado nas misturas foi de 5% do total de óleo derramado 

(conforme resolução CONAMA 269, para surfactante sintético). Foram realizados, 

nas mesmas condições, experimentos com água e biossurfactante (água + 
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biossurfactante 1g/L = B1; água + biossurfactante 10g/L = B2). O Controle negativo 

foi feito com água do tanque de criação de peixes. 

Os tubos utilizados nas simulações foram fechados com papel alumínio e 

expostos a ambiente natural externo, por 16 horas. Esse procedimento foi realizado 

para garantir a incorporação dos hidrocarbonetos hidrossolúveis à água dos 

experimentos. Em seguida, os tubos foram expostos a luz solar intensa, por 6 horas, 

para que os produtos de degradação também fossem incorporados ao solvente.  

Posteriormente, foram coletadas, por diferença de densidade, todas as 

amostras de águas contendo as frações solúveis do petróleo (PB1, PB2 e P) e as 

amostras de B1, B2 e CN. Com as amostras de água coletadas, foram realizadas os 

ensaios ecotoxicológicos, as análise qualitativa e quantitativa dos HPA e mensurado 

o pH de cada uma destas amostras A análise dos hidrocarbonetos foi realizada pela 

empresa Analytical Technology Serviços Analíticos e Ambientais Ltda, por meio de 

cromatografia gasosa (cromatógrafo Thermo, modelo Focus) acoplado a um 

espectrômetro de massas (Thermo, modelo DSQ). A coluna utilizada para a análise 

foi VB-5, 30m x 0,25mm x 0,25µm. A empresa seguiu as normas de análise 

estabelecidas pela USEPA 8270D. 

Figura 2. Esquema ilustrativo do experimento 1. Água + Petróleo (P); 2. Água + petróleo + 
biossurfactante 1 g/L (PB1); 3. Água + petróleo + biossurfactante 10 g/L (PB2); 4. Água coletada nos 
tanques de criação de peixe (CA) 5. Água + biossurfactante 1 g/L (B1); 6. Água + biossurfactante 10 
g/L (B2); A1 e A2. Adição nas amostras, por meio de gotejamento realizado com micropipeta, de 0,25 
mL de biossurfactante, na concentração 1 g/L (A1) e 2 g/L (A2); B. Representação da pluma de óleo 
(200 µm); C. 20 L de água obtida nos tanques de criação de peixes, que são abastecidos com água 
de poço artesiano; D. Bomba de circulação de água; E. Torneira para promover a vazão para coleta 
da amostra que contém a fração solúvel do petróleo.
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Para a avaliação do potencial tóxico, genotóxico e mutagênico das amostras 

P, PB1, PB2, B1 e B2, foi utilizado o organismo teste Oreochromis niloticus 

(Periformes, Cichlidae), popularmente conhecido como tilápia do Nilo. Os peixes 

foram obtidos no tanque de criação da Universidade Estadual Paulista “Júlio de 

Mesquita Filho” campus de Rio Claro-SP, que são mantidos com água de poço 

artesiano e sistema de aeração e filtragem.

Para a realização dos testes, os espécimes foram transferidos do tanque de 

criação para aquários com capacidade de 50 L, onde foram aclimatados por 7 dias, 

sob aeração e à temperatura de 23˚C. Após o período de aclimatação, foram 

montados em aquários com capacidade de 50 L 7 grupos experimentais (P, PB1, 

PB2, B1 e B2, CN e controle positivo-CP), onde, para cada tratamento, foram 

expostos 6 exemplares, por um período de 96h. Todos os indivíduos, antes de 

serem tratados, foram pesados (média – 15 g) e mesurados (média–10 cm). O 

controle positivo foi realizado injetando, intraperitonealmente, em cada espécime, 3 

mL de ciclofosfamida/50 g de massa corpórea (concentração de 0,04 mg/g). Após 

96h de exposição aos tratamentos, foram coletadas amostras de sangue de todos os 

indivíduos, por meio de punção cardíaca, utilizando, para este procedimento, 

seringas previamente heparinizadas. Após a coleta das amostras de sangue, os 

animais foram sacrificados por rompimento medular e retirado os arcos branquiais, 

para o preparo da suspensão de células branquiais. 

2.1. Ensaio do cometa com sangue periférico 

O ensaio foi realizado segundo metodologia descrita por Singh et al. (1988), 

com algumas modificações. Foram coletadas, por punção cardíaca, amostras de 

sangue (3 µL) de todos os peixes expostos. O sangue foi diluído em 1000 µL de 

solução fisiológica de vertebrados. Posteriormente, 10 µL desta suspensão celular 

foram adicionados a 120 µL de agarose de baixo ponto de fusão (0,5%) a 37˚C e 

gotejado sobre uma lâmina previamente preparada com uma fina camada de 

agarose de ponto de fusão a 60˚C. As lâminas foram cobertas com lamínulas e 

mantidas por 20 minutos a 5˚C. As lamínulas foram retiradas e as lâminas foram 

incubadas em uma solução de lise (1 mL triton X-100, 10mL de DMSO e 89 mL de 

solução de lise estoque, pH 10,0 - solução de lise estoque: NaCl 2,5 M, EDTA 100 

mM, Tris 10mM, ~ 8,0 g de NaOH sólido para 1 L), em temperatura de 
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aproximadamente 5˚C, por, no mínimo, uma hora. Após a lise, as lâminas foram 

transferidas para a cuba de eletroforese, contendo tampão (NaOH 300 mM + EDTA 

1 mM, pH 12,1) à 5˚C, onde permaneceram por 20 minutos, para que houvesse o 

relaxamento do DNA. Na seqüência, foi realizada a eletroforese em corrente de 49V 

e 300 mA por 20 minutos. Após a corrida, as lâminas foram neutralizadas em 

tampão (Tris 0,4 M-HCl, pH 7,5) por 15 minutos, secas a temperatura ambiente e 

fixadas em etanol 100% por dez minutos. A coloração foi feita no momento da 

análise com brometo de etídeo (0,02 mg/mL). 

Foram analisados, aleatoriamente, em microscópio de fluorescência 

(Epifluorescência Leica, filtro B – 34: excitação 1 = 420 n – 490 n, barreira: I = 520 

nM, objetiva de 40X), 100 nucleóides de cada indivíduos exposto. Os nucleóides 

foram classificados visualmente, segundo a classificação de Kobayashi et al. (1995), 

de acordo com a migração dos fragmentos, em: classe 0 (ausência de dano visível), 

classe 1 (pequeno dano), classe 2 (médio dano) e classe 3 (grande). Os escores de 

cada tratamento foram verificados e submetidos ao teste estatístico não-paramétrico 

de kruskal-Wallis, para comparação dos resultados entre os tratamentos e o controle 

negativo, bem como dos tratamentos entre si. 

2.2. Teste do micronúcleo com eritrócitos circulantes 

 Para o ensaio do micronúcleo, amostras de sangue coletadas dos indivíduos 

tratados foram utilizadas para a preparação das lâminas, pelo método do esfregaço 

(extensões sanguíneas), sendo descartada a primeira gota da seringa, para evitar a 

contaminação do material. As lâminas foram fixadas em etanol 100%, por dez 

minutos, e, depois de 24h, submetidas à hidrólise ácida em HCl 1 N a 60˚C, por 11 

minutos. Imediatamente após a hidrólise, as lâminas foram submetidas ao reativo de 

Schiff, por duas horas. Após a coloração, foi analisado um total de 6000 eritrócitos 

por tratamento, sendo 1000 células por indivíduo, nas quais foi quantificada a 

freqüência de eritrócitos portadores de micronúcleos. Os resultados obtidos foram 

comparados com o controle negativo e analisados, estatisticamente, pelo teste não-

paramétrico de Kruskal-Wallis.  
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2.3. Ensaio do cometa com células de brânquias 

Transcorridas às 96h de exposição dos peixes aos tratamentos e após a 

retirada do sangue periférico, as brânquias foram removidas dos exemplares. Os 

filamentos branquiais foram separados e limpos em solução salina, com o auxílio de 

um pincel, para a retirada da maior quantidade possível de sangue extravasado 

durante o processo de retirada das mesmas. Em seguida, o arco branquial foi 

cortado e descartado. Os filamentos branquiais foram então armazenados em 700µL 

de solução salina de peixe e mantidos em gelo, até o momento da preparação da 

suspensão celular. A metodologia foi baseada no protocolo descrito por Kilemade et 

al. (2004). Para o preparo da suspensão, os filamentos foram picotados com o 

auxílio de uma lâmina metálica e o macerado resultante foi colocado em um tubo de 

microcentrífuga. Para dissociação das células, foram adicionados ao macerado 200 

µL de tripsina a 0,25% (0,125 g de tripsina em pó + 50 mL de solução salina + 0,5 

mL de EDTA 0,5M), seguido de homogeização manual por inversão periódica. Após 

15 minutos, foram acrescidos ao mesmo tubo 200 µL de soro bovino fetal, sendo 

este preparado novamente homogeneizado. Transcorridos 15 minutos, o 

homogeneizado foi coletado, com o auxílio de uma pipeta Pasteur, e filtrado, para a 

obtenção da suspensão celular branquial. Posteriormente, 15 µL desta suspensão 

celular foram adicionados a 120 µL de agarose de baixo ponto de fusão (0,5%) a 

37˚C e gotejado sobre uma lâmina previamente preparada, contendo uma fina 

camada de agarose de ponto de fusão a 60˚C. As lâminas foram cobertas com 

lamínula e mantidas por 20 minutos a 5˚C, para solidificação da agarose. As 

lamínulas foram retiradas e as lâminas incubadas em uma solução de lise (1 mL 

triton X-100, 10 mL de DMSO e 89 mL de solução de lise estoque, pH 10,0 - solução 

de lise estoque: NaCl 2,5M, EDTA 100 mM, Tris 10mM, ~8,0 g de NaOH sólido para 

1L), em temperatura de aproximadamente 5˚C, por, no mínimo, uma hora. Após a 

lise, as lâminas foram transferidas para a cuba de eletroforese, contendo tampão 

(NaOH 300 mM + EDTA 1 mM, pH 12,1) à 5˚C, onde permaneceram por 30 minutos, 

para que houvesse o relaxamento do DNA. Na seqüência, foi realizada a 

eletroforese em corrente de 49 V e 300 mA por 20 minutos. Após a corrida de 

eletroforese, as lâminas foram neutralizadas em tampão (Tris 0,4M-HCl, pH 7,5) por 

15 minutos, secas a temperatura ambiente e fixadas em etanol 100% por dez 
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minutos. A coloração foi feita no momento da análise com brometo de etídeo 

(0,02mg/mL). 

Foram analisados, aleatoriamente, em microscópio de fluorescência 

(Epifluorescência Leica, filtro B – 34: excitação 1=420n - 490n, barreira: I=520nM, 

objetiva de 40X), 50 nucleóides de cada indivíduos exposto. Os nucleóides foram 

classificados visualmente, segundo a classificação de Kobayashi et al. (1995), de 

acordo com a migração dos fragmentos, em: classe 0 (ausência de dano visível), 

classe 1 (pequeno dano de), classe 2 (médio dano) e classe 3 (grande dano). Os 

escores de cada tratamento foram verificados e submetidos ao teste estatístico não-

paramétrico de kruskal-Wallis, para comparação dos resultados entre os tratamentos 

e o controle negativo, bem como dos tratamentos entre si. 

2.4. Alterações ultraestruturais em eritrócitos circulantes 

Para a análise de alterações ultraestruturais, das células eritrocitárias dos 

indivíduos expostos às amostras P, PB1, PB2, B1 e B2, foi adotado o protocolo 

descrito por Rey-Vásquez e Guerreiro (2007), com algumas modificações. 

Amostras de sangue de 5 exemplares, de cada um dos tratamentos (cerca de 

1mL de cada exemplar), foram coletadas por punção cardíaca e submetidas a 

centrifugação (400G, 10 min, 4˚C), para a obtenção dos pellets. Posteriormente, o 

material foi fixado em glutaraldeído 3% em 0,1M de tampão fosfato e acondicionado 

em Agar 2% (para evitar perda de material durante o processamento), pós-fixado em 

tetróxido de ósmio 1% em 0,1M de tampão fosfato (pH 7,4) por 2h. 

Subseqüentemente, o material foi lavado em água destilada, desidratado em séries 

de álcool (80, 90, 95 e 100%) e acetona (50 e 100%), por 15 minutos em cada uma 

das concentrações, e embebido em resina Spurr. O material foi colocado em estufa 

à 60ºC por um período de 48 horas. Depois de polimerizados, os blocos foram 

seccionados em ultramicrótomo. As secções foram feitas com 70 nm de espessura, 

coletadas em grades de cobre, para passar por contraste com acetato de uranila e 

citrato de chumbo por 15 minutos cada. As grades foram observadas ao Microscópio 

Eletrônico de Transmissão PHILIPS 100 TEM, onde também foram feitas as 

documentações fotográficas. 
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3. RESULTADOS 

A avaliação das propriedades tensoativas da solução de 0,1% (1g/L) de 

ramnolipídios produzidos por P. aeruginosa LBI mostrou que a média da tensão 

superficial foi de 24.9±0,06 Mn/m e da tensão interfacial 0,63±0,06 Mn/m. 

Quanto a análise de pH realizadas com todas as amostras estudadas verificamos 

que não houve grande variação estatísticamente significativa (Figura 4). Esta 

avaliação foi feita para se estimar a possibilidade das sustâncias testadas (petróleo 

e biossurfactante) alterarem o pH da água usada no preparo da simulações.  

Figura 4. Variação de pH observada nas amostras das simulações estudadas. 

Foram realizadas análises qualitativa e quantitativa dos HPAs presentes nas 

amostras de águas dos ensaios realizados neste trabalho, segundo recomendação 

da USEPA (1984) (Tabela 1). 

 Foi avaliado o potencial tóxico das amostras, por meio de análise de 

alterações da morfologia de eritrócitos circulantes, sob microscopia eletrônica de 

transmissão. Nossos resultados mostraram que a amostra P foi capaz de induzir 

tanto a formação de vacúolos no citoplasma como micronúcleos, além de promover 

a condensação da cromatina, com conseqüente retração nuclear e fragmentação do 

núcleo. A amostra PB1 induziu a formação de células binucleadas e alterações na 

forma do núcleo celular, como, por exemplo, a sua constrição, alteração esta 

provavelmente precedente ao aparecimento de célula binucleada. Na amostra PB2, 
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foram observadas alterações como retração nuclear, heterocromatinização e 

presença de vacúolos com diâmetro maior que os observados nas amostras 

anteriores (P e PB1). A simulação B1 mostrou um potencial de induzir vacúolos de 

diferentes tamanhos e em grande quantidade, além de micronúcleos grandes. B2 

induziu vacúolos grandes e retração do núcleo (Figura 5). 

Para avaliar o potencial mutagênico das amostras estudadas, foi utilizado o 

teste de micronúcleo em eritrócitos circulantes de O. niloticus. A figura 6 representa 

os resultados obtidos neste teste, onde foi observado que as águas contaminadas 

com petróleo (P) induziram freqüências estatisticamente significativas de 

micronúcleos, em relação ao controle negativo, enquanto que as amostras 

biorremediadas não. 
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Figura 6. Frequência de micronúcleo induzida em eritrócitos circulantes de O. niloticus exposto às 
amostras de água contaminadas com petróleo (P); biorremediadas com biossurfactante (PB1 e PB2); 
e somente com o biossurfactante nas concentrações 1 e 10 g/l (B1 e B2, respectivamente). 

O potencial genotóxico de P, PB1, PB2, B1 e B2 foi avaliado por meio do 

ensaio do cometa, realizado em dois tipos celulares (sangue periférico e células 

branquiais) do organismo teste O. niloticus, após 96h de exposição dos peixes às 

amostras. Os danos no DNA foram evidenciados pelo comprimento e distribuição 

dos fragmentos arrastados durante eletroforese.  

Na tabela 3 estão representados os dados referentes ao ensaio do cometa, 

realizado com sangue periférico. Nossos resultados mostraram que a amostra P 

promoveu danos significativos ao DNA, identificado pelo alto valor do escor obtido. 

Avaliações realizadas com células de brânquia mostram que além da amostra P, as 

as amostras PB1 e PB2 também apresentaram potencial genotóxico (tabela 4). A 

figura 7 traz os resultados comparativos de genotoxicidade das amostras estudadas, 

feitas entre os valores dos escores obtidos com células de branquias e sangue 

periférico. 
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Tabela 3 .  Classificação de danos promovidos no DNA de células de sangue 
periférico de Oreochromis niloticus expostos por 96h às amostras estudadas. 

CN. Controle negativo; P. Petróleo+água; PB1. Água + petróleo + biossurfactante 1g/L; PB2. Água + 
petróleo + biossurfactante 10g/L; B1. Biossurfactante 1g/L + água; B2. Biossurfactante 10g/L + água;
DP. Desvio padrão; * p<0,05. 

Amostras Classe 0 Classe 1 Classe 2 Classe 3 Escore

CN 

79 15 5 1 28 
85 11 3 1 20 
77 13 7 3 36 
80 16 3 3 31 
87 9 2 2 19 
91 5 2 2 15 

Média/DP 83,17±5,38 11,5±4,08 3,67±1,97 2±0,89 24,83±8,08

CP 

13 27 32 28 175 
8 26 37 29 187 
17 20 27 36 182 
13 19 17 51 206 
21 17 29 33 174 
9 27 35 29 174 

Média/DP 13,5±4,88 22,67±4,5 29,5±7,15 34,33±8,71 183±12,42*

P 

38 25 13 24 123 
43 10 23 24 128 
42 27 13 18 107 
39 26 10 25 121 
42 15 21 22 123 
43 13 19 25 116 

Média/DP 41,17±2,14 19,33±7,5 16,5±5,2 23±2,68 119,67±7,31*

PB1 

80 17 2 1 24 
91 8 0 1 11 
88 9 2 1 16 
83 11 3 3 26 
79 18 1 2 26 
81 12 4 3 29 

Média/DP 83,67±4,8 12,5±4,13 2±1,41 1,83±0,98 22±6,95

PB2 

86 8 4 2 22 
83 11 2 4 27 
76 11 5 5 25 
87 12 0 1 15 
79 9 8 4 37 
77 12 6 5 39 

Média/DP 81,33±4,67 10,5±1,64 4,17±2,85 3,5±1,64 27,5±9,11

B1 

78 17 0 5 23 
87 7 5 1 20 
81 11 5 3 30 
85 10 3 2 26 
80 10 9 1 31 
82 11 6 3 32 

Média/DP 82,17±3,31 11±3,28 4,67±3,01 2,5±1,51 27±4,81

B2 

83 14 2 1 21 
76 18 5 1 31 
79 13 5 3 32 
80 16 2 2 26 
85 9 3 3 24 
79 15 4 2 29 

Média/DP 80,33±3,2 14,17±3,06 3,5±1,37 2±0,89 27,17±4,26
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Tabela 4. Classificação de danos promovidos no DNA de células de brânquia de 
Oreochromis niloticus expostos por 96h às amostras estudadas. 

CN. Controle negativo; P. Petróleo + água; PB1. Água + petróleo + biossurfactante 1g/L; PB2. Água + 
petróleo + biossurfactante 10g/L; B1. Biossurfactante 1g/L + água; B2. Biossurfactante 10g/L + água;
DP. Desvio padrão; * p<0,05. 

Amostras Classe 0 Classe 1 Classe 2 Classe 3 Escore

CN 

33 10 5 2 26 
41 7 2 0 11 
37 9 3 1 18 
27 12 8 3 37 
32 8 7 3 36 
31 12 5 2 28 

Média/DP 33,5±4,88 9,66±2,06 5±2,28 1,83±1,17 26±10,14

CP 

8 10 15 17 86 
6 15 20 18 100 
6 12 12 20 96 
4 10 22 14 96 
10 6 14 20 94 
5 7 10 28 111 

Média/DP 6,5±2,17 10±3,28 15,5±4,63 19,5±4,72 97,17±8,21*

P 

8 12 15 15 87 
6 12 13 19 95 
5 8 15 22 104 
5 11 16 18 97 
10 9 14 17 88 
6 13 11 20 85 

Média/DP 6,66±1,96 10,83±1,94 14±1,79 18,5±2,43 92,66±7,28*

PB1 

10 11 17 12 78 
12 9 16 13 80 
8 7 11 24 101 
8 7 13 22 89 
11 5 10 24 87 
11 10 8 21 89 

Média/DP 10±1,67 8,17±2,23 12,5±3,51 19,33±5,43 87,33±8,16*

PB2 

6 8 18 18 98 
10 8 14 18 99 
4 13 16 17 97 
8 12 13 17 89 
7 8 13 22 100 
6 17 10 17 88 

Média/DP 6,83±2,04 11±3,68 14±2,75 18,17±1,94 95,17±5,27*

B1 

39 8 2 1 15 
41 4 3 2 16 
38 5 5 2 21 
33 9 8 0 25 
40 6 3 1 15 
44 5 0 1 8 

Média/DP 39,17±3,65 6,17±1,94 3,5±2,74 1,17±0,75 16,67±5,82

B2 

30 10 5 5 35 
31 8 6 5 35 
42 5 2 1 12 
35 7 6 2 25 
37 6 5 1 19 
39 8 3 0 22 

Média/DP 35,67±4,63 7,33±1,75 4,5±1,64 2,33±2,16 24,7±9,09
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Figura 7. Comparação das médias dos escores obtidos no ensaio do cometa, realizado com 
células branquiais e células de sangue periférico. 

4. DISCUSSÃO 

Toneladas de petróleo bruto e óleo refinado entram no ambiente a cada ano 

como resultado de ação antropogênica e, para reduzir os impactos causados por 

esta contaminação, têm sido aplicadas várias estratégias de remediação, dentre elas 

o uso de surfactantes. Uma estratégia aparentemente promissora na 

descontaminação de derivados de petróleo é a aplicação de surfactante obtidos por 

meio de microrganismos, substâncias estas denominadas de biossurfactantes. 

Segundo Nitschke e Pastore (2002), o maior mercado para os biossurfactantes é a 

indústria petrolífera, onde, dentre muitas aplicações, incluem-se a biorremediação e 

a dispersão de óleos presentes em águas ou solo contaminados por óleo e seus 

derivados.  

O biossurfactante ramnolipídios vem sendo estudado, principalmente, quanto 

à sua possibilidade de uso em processos de biodegradação de compostos orgânicos 

(MULLIGAN et al., 2005 e 2009). Porém, segundo Hingley et al. (1986), é necessário 

uma atenção especial para efeitos que estes compostos possam ter sobre os 

organismos expostos, devido ao seu reconhecido potencial de alterar as 

propriedades da superfície celular. 

Segundo Mercadé e Manresa (1994), para que uma molécula seja 

considerada um bom agente surfactante, ela deve reduzir a tensão superficial da 

* *

*
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água de 72 mN/m para valores menores de 30 mN/m e a tensão interfacial para 

valores em torno de 1,0 mN/m.  

O ramnolipídio utilizado em nosso estudo foi obtido de cultura da cepa

Pseudomona aeruginosa LBI. O produto apresentou excelentes propriedades 

tensoativas, considerado indicado para ser aplicado em processos de 

biorremediação e dispersão de poluentes, uma vez que nossos resultados 

mostraram que a concentração de 1g/L de ramnolipídio foi capaz de promover uma 

diminuição da tensão superficial da água para 24,9 mN/m  e da interfacial contra n-

hexadecano de 41,8 para 0,63 mN/m.

A influência do pH sobre os ecossistemas aquáticos naturais dá-se 

diretamente devido a seus efeitos sobre a fisiologia das diversas espécies da biota 

local. Também é muito importante estimar os efeitos indiretos do pH, pois é sabido 

que determinadas condições de pH podem contribuir para a precipitação de 

elementos químicos tóxicos ou ainda alterar a solubilidade de nutrientes (CETESB, 

2010). 

Segundo Lovaglio (2007), valores de pH entre 5-10 não interferem nas 

propriedades do biossurfactante ramnolípio. No entanto, um pH menor que 5 pode 

promover a precipitação do biossurfactante e o aumento da tensão superficial, o que 

ocasionaria uma diminuição na eficiência da substância em processos de 

biorremediação. Nossos resultados mostraram que as amostras de água 

contaminada com petróleo (P) não tiveram seu pH alterado pelo óleo, não havendo, 

assim, o comprometimento na formação de micelas, uma vez que o valor de pH 

obtido foi próximo da neutralidade (6,8). Nossos resultados também indicaram que 

as amostras preparadas com água e biossurfactante (B1 e B2) não tiveram o pH 

alterado, quando comparado com o CN. 

Dos 16 HPAs indicados como prioritários para avaliação de amostras 

ambientais pela USEPA (1984), apenas seis deles foram encontrados nas nossas 

amostras. Foram identificados os HPAs naftaleno, fluoreno e fenantreno em P, PB1 

e PB2, em ambas as simulações realizadas. O acenafteno e o acenaftileno foram 

identificados em PB1 e PB2, em apenas uma das simulações; e o pireno apenas em 

PB1, em uma das simulações. Dentre os HPAs presentes nas amostras, o naftaleno, 

fluoreno e fenantreno apareceram em maior quantidade, em todas as amostras 

avaliadas.  
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O Naftaleno é considerado um dos poluentes que mais contribuem para a 

toxicidade total de amostras de sedimentos e rejeitos líquidos, sendo enquadrado, 

pela USEPA (1984), na lista prioritária de contaminantes orgânicos persistentes 

(ELJARRAT e BARCELÓ, 2003). Esse HPA é dicíclico, sua solubilidade em água é 

muito baixa (31,7 mg/L-1) e sublima facilmente em temperatura ambiente. Existem 

comprovações claras de que o naftaleno passa pelo metabolismo enzimático 

oxidativo do citocromo P450, resultando na produção de metabólitos reativos que 

induzem a formação de espécies reativas de oxigênio (CHICHESTER et al., 1994; 

STOHS et al., 2002). Segundo Djomo et al. (1995) o naftaleno é capaz de induzir 

catarata em coelhos e dano bronquiolar em camundongosdecorrente de 

interferência na atividade das enzimas monoxigenases citocromo P450.  

O Fenantreno é um HPA pertencente à classe dos compostos semi-voláteis, 

considerado, assim como o naftaleno, um poluente prioritário, devido a sua 

toxicidade, persistência e predominância no meio ambiente (USEPA, 1984). Dentre 

os HPA, o antraceno e o fenantreno são os menos reativos e, se ingeridos, são 

facilmente absorvidos no intestino e transformados em fenóis, di-hidroxidióis e 

ácidos mercaptúricos (COSTA, 2001). De acordo com Moody et al. (2001), o 

fenantreno não oferece risco ao homem como os HPA de maior peso molecular, 

porém podem ser tóxicos para peixes e algas.  

Não são definidos pela EPA limites máximos, para água doce, de naftaleno, 

fluoreno e fenantreno. Porém, o fluoreno é designado como um poluente tóxico pela 

lei federal norte-americana, “Água Limpa”, estando sujeito, nos EUA, a limitações de 

lançamento nos efluentes (366, 40 CFR 401.15 - 7/1/87). No entanto, Irwin (1997) 

infere que a toxicidade aguda para baixos níveis de fluoreno é raramente relatada 

para a espécie humana, peixes ou animais selvagens. O autor também afirma que, 

segundo pesquisas, o fluoreno não é genotóxico para bactérias. 

Independentemente da via utilizada, um composto químico tem que 

atravessar várias membranas celulares, até atingir o seu local alvo e produzir seu 

efeito nocivo ao organismo (PEDROZO et al., 2002). Desta maneira, membranas 

biológicas são caracterizadas como barreiras entre a célula e o meio ambiente, 

regulando a passagem de agentes tóxicos do exterior para o interior celular. O 

ramnolipídio é um composto capaz de se intercalar na membrana celular, mais 

especificamente entre os fosfolipídios, e promover alterações tanto na estrutura, 

como nas propriedades e funções desta organela celular (ORTIZ et al., 2006). O 
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biossurfactante também promove danos nas estruturas citoplasmáticas e no 

envoltório nuclear (WANG et al., 2005) e mobiliza cálcio dos compartimentos 

celulares (VIKSTRÖM et al.,2010), havendo alguma evidência de sua ação na 

inativação de cálcio ATPase (TERUAL et al., 2007). 

Quanto à ação tóxica do ramnolipídio utilizado como agente biorremediador, 

observamos, por meio de análises realizadas em microscópio eletrônico de 

transmissão, que este agente químico foi capaz de promover algumas alterações na 

morfologia das células eritrocitárias de O. niloticus, após exposição dos peixes às 

amostras P, PB1, PB2, B1 e B2. Segundo Adhikari et al. (2004), os parâmetros 

histo-fisiológicos, obtidos com células sanguíneas, são considerados importantes 

indicadores do funcionamento do organismo como um todo e, conseqüentemente, 

se caracterizam em um importante agente diagnóstico das condições estruturais e 

funcionais de peixe exposto a determinado contaminante ambiental. 

Foi observado neste estudo, que todas as amostras de água testada 

induziram alterações na morfologia do núcleo celular, bem como formação de 

vacúolos citoplasmáticos nas células eritrocitárias dos indivíduos expostos. Porém, a 

amostra de P induziu também heterocromatinização do material genético e 

fragmentação nuclear, características essas bastante relacionadas com processo de 

morte celular. Os HPAs fenantreno e naftaleno, encontrados em nossas amostras, 

bem como os seus metabólitos, induzem, segundo Chichester et al. (1994) e Stohs 

et al. (2002), a formação de espécies reativas de oxigênio, responsáveis pela 

indução de morte celular. O fenantreno, em sua via metabólica, se transforma em 

9,10 fenantrenequinona que, como outras quinonas, são muito tóxicas (DJOMO et 

al, 1995). Já a produção dos metabólitos reativos do naftaleno pode levar à depleção 

da glutationa e, conseqüentemente, promover estresse oxidativo (STOHS et al., 

2002). A diminuição da glutationa pode reduzir a capacidade da célula destruir os 

radicais livres e as espécies reativas de oxigênio. Assim, a glutationa-S-transferase 

e suas enzimas associadas exercem papel protetor fundamental dentro da célula. 

De fato, a conjugação da glutationa com xenobióticos, seja espontânea ou 

catalisada pela glutationa-S-transferase, diminui a ação de xenobióticos e torna 

essas moléculas mais solúveis, portanto, mais facilmente eliminadas do organismo 

(JESUS e CARVALHO, 2008). 



130 

Dentre as alterações morfológicas encontradas nos núcleos das células 

sanguíneas dos peixes expostos às amostras PB1 e PB2, foi observada constrição 

nuclear, indicativo de uma conseqüente formação futura de células binucleadas.  

Nossos resultados estão de acordo com os dados obtido por Wang et al. 

(2005), onde os autores também observaram o aparecimento de vacúolos em 

células de algas unicelulares expostas ao ramnolipídio. Segundo os autores, a 

formação e o aumento no diâmetro dos vacúolos nas algas das espécies 

Heterosigma akashiwo, Gymnodinium sp. e Prorocentrum dentatum sugerem que os 

danos causados pelo biossurfactante estariam relacionados com a sua propriedade 

anfipática, que permite a adesão da substância aos fosfolipídios da superfície da 

membrana. Esta interação levaria a alterações na permeabilidade da membrana, 

facilitando a entrada do ramnolipídio como também de outras substâncias para o 

interior das células. Uma vez no interior da célula, o biossurfactante age nas 

membranas das organelas, produzindo a desintegração dessas estruturas. Wang et 

al. (2002) também observou a atuação do ramnolipídio, junto ao envoltório nuclear, o 

que justificaria a alteração na morfologia do núcleo observada em nosso estudo, 

para as simulações PB2 e B2, que receberam a concentração mais alta testada do 

biossurfactante (10g/L). Nestas simulações, foi observada uma intensa retração 

nuclear, caracterizada pela presença de um espaço entre o citoplasma e o núcleo. 

Ortiz et al. (2006), ao estudar a interação do biosurfactante di-ramnolipídio (DiRL), 

isolado e purificado a partir da cepa  47T2 de Pseudomonas aeruginosa, verificaram 

que o DiRL é capaz de se incorporar às fosfotidilcolinas das bicamadas lipídicas e 

afetar as propriedades estruturais da membrana, promovendo mudanças na 

temperatura, relacionada à transição de fases. Apesar do DiRL não promover 

alteração macroscópica na bicamada, os autores verificaram um aumento da 

distância interlamelar, que promove uma perturbação física conformacional na 

membrana, que afeta a sua função. Segundo Alberts et al. (2002), 28% do folheto 

externo e 27% do folheto interno da membrana é composto por fosfatidilcolina. A 

partir dessas informações, entendemos que o processo de heterocromatinização 

nuclear (que promove uma diminuição do tamanho do núcleo), associado à atividade 

do biossurfactante sob as fosfatidilcolinas, promove a separação entre as bicamadas 

dos folhetos internos e externos das membranas do envoltório nuclear, aumentando, 

assim, a distância aparente entre elas. O resultado é um espaço de tamanho 
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significativo entre o domínio nuclear e o citoplasma da célula exposta ao 

biossurfactante. 

Pelos estudos realizados por MacCoull et al. (1999), as naftoquinonas são 

produtos de transformação do naftaleno que produzem espécies reativas de 

oxigênio (ERO), como superóxido (O2
-) e o radical OH-, que reage com compostos 

eletrofílicos das células, como lipídios, proteínas e ácidos nucléicos. Os autores 

observaram que a 1,2 naftoquinona reage com a base guanina, tendo como produto 

da reação a 7 (1,2 naftoquinona 4 il) guanina. O carbono da posição 4 do 1,2 

naftoquinona reage com o nitrogênio 7 da guanina, promovendo danos na molécula 

de DNA, resultando em quebras simples e duplas.  

Apesar de vários ensaios com diversos organismos como insetos, bactérias e 

células de mamífero terem apresentado resultados negativos para o fenatreno, 

quanto à mutagenicidade, a International Agency for Reseach on Cancer (IARC, 

1986) classifica o fenantreno como mutagênico.  

Em nosso estudo, observamos que as amostras P, PB1 e PB2 apresentaram 

ação genotóxica para as células de brânquias de O. niloticus e que a amostra P foi  

única genotóxica para eritrócitos circulantes. Esse potencial, provavelmente, deve 

estar relacionado à presença de fenantreno e naftaleno e não a presença do 

biossurfactante ramnolipídio. Esta inferência tem por base os testes realizados com 

amostras de simulações feitas somente com biossurfactantes, que não mostraram 

qualquer efeito do produto sobre as células de peixe analisadas. Como pode ser 

observado, as células de brânquia foram mais sensíveis que os eritrócitos 

circulantes na avaliação de genotoxicidade, caracterizando-se em um biomarcador 

mais eficiente para este tipo de avaliação de contaminação ambiental. Segundo 

Sandbacka et al. (2000), as brânquias de peixes são os primeiros alvos dos 

surfactantes e de outras substâncias tóxicas presentes na água, pois apresentam 

uma superfície relativamente grande e recoberta por um epitélio fino. Assim, o 

epitélio branquial torna-se um candidato a modelo in vivo para a avaliação da 

toxicologia aquática. 

Ainda que os resultados de microscopia eletrônica de transmissão tenham 

mostrado uma indução de micronúcleos em eritrócitos, para todas as amostras 

estudadas, a análise quantitativa dessas alterações, realizada pelo teste do 

micronúcleo convencional, mostrou indução significativa apenas para a amostra P. 

Apesar de Yin et al. (2007) afirmarem que tanto o fenantreno como o naftaleno, 
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quando metabolizados, são capazes de formar compostos reativos (ROS) que 

agridem o DNA, estudos sobre o potencial mutagênico do naftaleno e do fenantreno, 

realizados por Djomo et al., (1995), mostraram que a o naftaleno foi capaz de induzir 

a formação de micronúcleos, provavelmente devido a ação de seus metabólitos, 

enquanto que o fenantreno não mostrou resultados positivos, quanto à indução 

dessa alteração nuclear. Ainda segundo Djomo et al. (1995), a característica tóxica 

do fenantreno tende a mascarar sua atividade mutagênica. Pelas citações de Djomo 

et al. (1995) e pelos resultados obtidos neste trabalho, podemos inferir que, 

possivelmente, os resultados verificados em P estejam relacionados com a atividade 

do naftaleno presentes na amostra. 

Os resultados aqui apresentados podem servir como importantes informações 

sobre a toxicidade e o uso adequado do biossurfactante ramnolipídio. Foi observado 

neste estudo que simulações de biorremediações que usaram as soluções de 1 e 10 

g/L deste produto não induziram alterações genotóxicas e mutagênicas significativas 

em peixes, conferindo em vantagem para uso em programa de descontaminação de 

ambientes impactados. Como os resultados obtidos para as duas concentrações 

testadas foram igualmente eficientes, sugere-se que seja feito o uso da 

concentração de 1 g/L, por caracterizar-se em uma ação mais viável 

economicamente e por minimizar os riscos de introdução de xenobióticos no 

ambiente. Caso a quantificação do produto a ser usado na biorremediação seja 

superestimada, não decorrerá em problemas para a ictiofauna local, pois o 

composto, nesta concentração, não se mostrou genotóxico.  
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RESUMO 

Os biossurfactantes são substâncias produzidas por microorganismos e sua maior 
vantagem, quando comparados aos surfactantes sintéticos, reside na sua 
diversidade estrutural, baixa toxicidade e biodegradabilidade. Esses compostos são 
agentes tensoativos que agem como detergente, emulsificante, espumante, 
espessante e dispersante, tornando-os um produto químico de grande versatilidade 
em suas aplicações. No entanto, não há trabalhos na literatura que tenham avaliado 
a ação dessas substâncias sob o material genético de organismos expostos a eles 
ou o seu efeito sinérgico, quando introduzido no ambiente. O objetivo deste trabalho 
foi investigar o potencial citotóxico de diversas concentrações do biossurfactante 
ramnolipídio, assim como avaliar sua atividade genotóxica e mutagênica sob células 
humanas (HepG2) expostas às amostras de água contaminada por petróleo e 
biorremediadas com o ramnolipídio. A investigação da citotoxicidade do ramnolipídio 
foi realizada pelo teste do MTT onde foram testadas as concentrações 0,5; 0,8; 1,0; 
1,5; 1,8; 2 g/L do biossurfactante. Foi observado que a concentração de 1 g/L, assim 
como as concentrações menores do ramnolipídio não são tóxica para as células de 
HepG2 e que as concentrações 1,5, 1,8 e 2 g/L levaram a uma significativa indução 
de morte das células expostas. Para avaliar a atividade genotóxica e mutagênica do 
biossurfactante ramnolipídio, quando utilizado como agente biorremediador de 
águas impactadas por petróleo, foi realizada uma simulação de um derrame de 
petróleo cru pesado e utilizada as concentrações 1 e 10 g/L do ramnolipídio. Foram 
testadas as simulações P (água + petróleo); PB1 (água + petróleo + biossurfactante 
1g/L); PB2 (água + petróleo + biossurfactante 10g/L) e experimentos com água e 
biossurfactante 1g/L (B1) e 10 g/L (B2). Também foi avaliado o potencial genotóxico 
e mutagênico da concentração de 1 g/L do biossurfactante ramnolipídio (BIO1). 
Após a obtenção das amostras, foram avaliadas as características químicas, quanto 
ao pH e à presença de HPAs, e realizadas análises ecotoxicológicos para a 
verificação da ação genotóxica e mutagênica dos compostos presentes nas águas 
derivadas da simulação. Nossos resultados mostraram que a concentração 1 g/L do 
biossurfactante foi mutagênica para células humanas e que as duas concentrações 
utilizadas para biorremediação foram capazes de promover efeito sinérgico com o 
petróleo, promovendo um aumento de danos celulares em células humanas. Assim, 
sugerimos que este produto seja usado com cautela para fins terapêuticos e que sua 
utilização como agente biorremediador de águas impactadas por petróleo pode vir a 
promover efeitos indesejados para mamífero. 

Palavras-chave: Pseudomonas aeruginosa, micronúcleo, ensaio do cometa, teste 
do MTT.
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1. INTRODUÇÃO 

Biossurfactantes são compostos produzidos por microrganismos e que têm 

recebido crescente interesse nas últimas décadas pelas vantagens que possuem 

sobre os surfactantes sintéticos, tais como biodegrabilidade (RON e ROSENBERG, 

2002; MOHAN et al., 2006), baixa toxicidade, produção a partir de fontes renováveis, 

funcionalidade sob condições extremas de pH e temperatura, estabilidade, entre 

outros (FIECHTER, 1992).  

Os biossurfactantes são produzidos, principalmente, pelo crescimento aeróbio 

de microorganismos em meio aquoso, a partir de fontes de carboidratos, 

hidrocarbonetos, óleos e gorduras ou de uma mistura desses compostos. Os 

biossurfactantes excretados no meio de cultura, durante o crescimento microbiano, 

auxiliam o transporte e a translocação de substratos insolúveis através da 

membrana celular (BOGNOLO, 1999). Quando os microorganismos mantêm os 

biossurfactantes adsorvido à suas paredes celulares, o composto facilita a 

penetração de hidrocarbonetos no espaço periplasmático do próprio microrganismo 

produtor (KOCH et al.,1991). 

Os biossurfactantes vêm tendo um uso crescente na medicina, por 

apresentarem eficientes atividades antibacterianas, antifúngicas e antivirais, quando 

comparados a drogas sintéticas e agentes químicos em geral. Tais características 

destacam os biossurfactantes como substâncias de grande importância no combate 

de muitas doenças e como agentes terapêuticos. Além disso, sua ação como agente 

antiaderente de muitos patógenos leva a uma indicação de uso como agente de 

cobertura para materiais de inserção médica, permitindo uma redução de um grande 

número de infecções hospitalares (RODRIGUES et al., 2007). 

O biossurfactante ramnolipídio é um surfactante natural, aniônico, produzido 

por Pseudomonas aeruginosa e pertencente à classe dos biossurfactantes mais 

promissores para aplicação em diferentes ramos industriais (LOURITH e 

KANLAYAVATTANAKUL, 2009; BENINCASA et al., 2004). No entanto, seu maior 

potencial de aplicação está direcionado à indústria petrolífera, principalmente na 

limpeza de tanques e em biorremediação de ecossistemas aquáticos impactados 

com hidrocarbonetos de petróleo (COLLA e COSTA, 2003). 
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Muitos testes biológicos vêm sendo desenvolvidos na tentativa de se avaliar 

as reações dos organismos vivos à contaminação ambiental, bem como de se 

estimar os possíveis efeitos sinérgicos de poluentes presentes no meio ambiente 

(ROOS et al., 2004; FERETTI  et al., 2008). Segundo Morales (2008), o uso de 

células de mamíferos mantidas em cultura tem se mostrado uma alternativa segura e 

eficiente para ser aplicada em diversos ensaios de toxicidade, pela sua facilidade de 

manipulação e observação de parâmetros microscópicos, bioquímicos e 

moleculares. O modelo in vitro ganhou, nos últimos anos, uma ampla aceitação na 

investigação toxicológica, por proporcionar ferramentas avançadas, protocolos 

confiáveis e possuir diferentes aplicações, desde estudos de morte celular até a 

toxigenômica (MAZZEO, 2009). O uso de cultura de células também apresenta 

vantagens aos sistemas testes in vivo, por não esbarrar em questões éticas da 

ciência.

As células HepG2 foram isoladas, em 1979, de hepatoblastoma primário. 

Essa linhagem apresenta morfologia semelhante ao epitélio e ao parênquima 

hepático, além de manter a capacidade de sintetizar e secretar a maioria das 

proteínas plasmáticas, características das células normais do fígado humano 

(KNASMULLER et al., 1998). Essas células conservam as atividades das enzimas 

de fase I, tais como as do P450 CYP1A1, CYP1A2, CYP2B e CYP2E1, como 

também as enzimas da fase II, incluindo glutationa-S-transferases, sulfotransferases, 

N-acetiltransferases e glucuranosiltransferases. Estas enzimas estão envolvidas no 

metabolismo de carcinógenos, tendo importante função na ativação e detoxificação 

de compostos reativos ao DNA (UHL et al., 1999; MAJER et al., 2004). Portanto, os 

ensaios com células de HepG2 são considerados mais adequados para avaliação de 

danos causados por mutágenos do que testes in vitro realizados com bactérias ou 

com células de mamíferos que necessitam de adição de misturas de ativação 

exógena, para mimetizar o metabolismo de compostos de ação indireta (UHL et al., 

2000; VALENTIN-SEVERIN  et al., 2003). 

A linhagem de células HepG2 têm sido utilizada em muitos estudos de 

genotoxicidade, cujos protocolos foram desenvolvidos, com sucesso, para testes 

que usam vários end points, como aberrações cromossômicas, troca entre 

cromátides irmãs, micronúcleo e mutações gênicas, pela possibilidade de 

mensuração direta do composto estudado (NATARAJAN e DARROUDI, 1991; 

KANASMULLER et al., 1998; UHL et al., 1999). A importância do uso destes 
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endpoints esta no fato deles serem capazes de detectar, no interior das células, os 

efeitos que os metabólicos formados têm sobre a molécula de DNA. 

Desta maneira, o objetivo desse estudo foi avaliar a ação tóxica do 

biossurfactante ramnolipídio bem como seu potencial genotóxico e mutagênico, 

quando utilizado como agente biorremediador de ambientes aquáticos impactados 

com petróleo, utilizando cultura de células de hepatoma humano (HepG2) como 

sistema teste.  

2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1. Produção do biossurfactante ramnolípio  

Foi avaliado neste trabalho um biossurfactante conhecido como ramnolipídio, 

cuja estrutura química é de um glicolipídios constituído de ácidos graxos ligados a 

moléculas de ramnose (Figura 1) (NITSCHKE et al., 2005).  

 Ramnose  Ácido graxo 

  Figura 1. Estrutura química do biossurfactante ramnolipídio. 

O ramnolipídio utilizado foi obtido a partir da bactéria Pseudomonas 

aeruginosa, linhagem LBI, isolada de solo contaminado por petróleo (BENINCASA et 

al., 2002), sendo mantida em agar nutriente, em tubos criogênicos a -20°C. 

Para o preparo do pré-inóculo, o microrganismo foi semeado em meio 

inclinado, permanecendo neste ambiente por 24 horas à 30ºC. Em seguida, para a 

obtenção de uma suspensão microbiona, foi adicionado ao meio 3 mL de água 

destilada estéril. Esta suspensão foi padronizada a 610 nm, densidade óptica de 

0,65 ± 0,01 (aprox. 108 CFU/ml). (unidade formadora de colônia). Posteriormente, 

foram transferidos 4 mL desta solução para frascos de Erlenmeyer, contendo 200 
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mL de meio mineral (ROBERT et al., 1989). Foi acrescido nestes frascos, como 

única fonte de carbono do meio, 4 mL de óleo de soja. O frasco com este inóculo 

permaneceu por 24 horas em shaker a 200 rpm e 30°C.

 A produção de ramnolipídios foi feita em frascos de Erlenmeyer (volume de 1 

L), contendo 300 mL de meio mineral, 6 mL do inóculo e 6 mL de óleo de soja. Os 

frascos foram incubados em shaker à 30ºC, 200 rpm por um período de 120 horas. 

O pH inicial do meio foi ajustado para 6,8. Para realização da extração dos 

ramnolipídios, o caldo com o produto (biossurfactante) foi centrifugado a 12.000 rpm, 

durante 20 minutos. O sobrenadante foi separado e acidificado com H2SO4 6M para 

pH 2,0, sendo adicionado, a seguir, um volume equivalente ao do caldo de 

clorofórmio/metanol (2:1). A mistura foi vigorosamente agitada por 10 minutos e, em 

seguida, mantida em repouso até a completa separação das fases. A fase orgânica 

foi removida e a operação se repetiu com a fase aquosa. Para a concentração do 

produto, foi utilizado o rotavapor, que promoveu a evaporação dos solventes.  

Para a determinação da tensão superficial do ramnolipídio, foi seguido o 

método do anel de De Nöuy, utilizando tensiômetro Krüss K6. Neste processo, foi 

utilizada uma concentração de 1g/L de ramnolipídio, considerada padrão para este 

produto (COSTA et al., 2006; COSTA et al., 2009 e NITSCHKE et al., 2010). A 

tensão interfacial do ramnolipídio foi obtida a partir de uma solução contendo 1 g/L 

do biossurfactante e n-hexadecano, na proporção de 1:1 (10 mL da concentração do 

biossurfactante e 10 mL de n-hexadecano), utilizando para esta avaliação o 

tensiômetro Krüss K6. As análises foram realizadas em triplicata. 

2.2. Sistema teste in vitro 

Para a realização dos ensaios com células mantidas em cultura, foram 

utilizadas células de hepatoma humano - HepG2 (2n=46 cromossomos), obtidas do 

Banco de Células do Rio de Janeiro. As células foram estocadas em nitrogênio 

líquido e cultivadas em frascos de cultura de tecido de 25 cm2, com meio MEM 

(EARLE, Cultilab) adicionado de 10 mL de piruvato de sódio 100 mM (Gibco) e  1mL 

da solução de antibiótico-antimicótico (penicilina 10.000 U.I/ mL/estreptomicina 10 

mg/mL, Cultilab) para completar o volume de 1 L e suplementado com 10% de soro 

bovino fetal (SBF-Gibco). Os frascos cultivados foram mantidos em atmosfera 

úmida, a 37˚C e com 5% de CO2. 
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2.2.1. Avaliação do potencial citotóxico do biossurfactante ramnolipídio 

A avaliação do potencial citotóxico do biossurfactante, realizado com células 

de HepG2, foi feito por meio do teste do MTT, seguindo o protocolo descrito por 

Mosmann (1983), com algumas modificações. Para a realização do teste, as células 

foram mantidas em frascos de cultura, em atmosfera úmida, a 37˚C e com 5% de 

CO2. Na seqüência, as células foram tripsinizadas (0,5%), por 5 minutos, com 

conseguinte inativação da enzima. A suspensão celular obtida foi utilizada para a 

confecção das microplacas de 96 poços, nas quais foram semeadas 2x104 células 

por poço, em 200 µL de meio de cultura completo (meio de MEM + SBF), exceto nos 

poços referentes ao branco, onde foram adicionados apenas meio de cultura 

completo. Posteriormente, a microplaca foi incubada em atmosfera úmida, a 37˚C e 

com 5% de CO2, por um período de 24h, para estabilização das células. Decorrido 

este tempo, o meio de cultura foi cuidadosamente retirado e as células foram 

expostas, por 24h, às diferentes concentrações do biossurfactante ramnolipídio (0,5; 

0,8; 1,0; 1,5; 1,8 e 2 g/L), utilizando meio de cultura completo como meio de diluição. 

Os tratamentos controle negativo e positivo foram realizados com meio de cultura 

MEM e triton X-100 1%, respectivamente. Após a exposição, os tratamentos foram 

retirados dos poços e adicionado nestes o corante MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium 

Bromide, CAS No. 298-93-1 Sigma). A microplaca foi, então, incubada por mais 4 

horas. Após as 4 horas, o corante foi descartado e adicionado, em cada poço da 

microplaca, 100 µL de dimetilsulfóxido (DMSO), para a dissolução dos cristais de 

formazan, que são resultantes da atividade da enzima mitocondrial succinato 

desidrogenase presente em células vivas. Imediatamente após a adição do DMSO, 

a microplaca foi submetida à leitura em espectrofotômetro, utilizando filtro de 540 

nm. Os valores de absorbância obtidos foram comparados, estatisticamente, com os 

resultados do controle negativo, pelo teste de Mann-Whitney.  

2.3. Avaliação do potencial genotóxico e mutagênico do biossurfactante 
ramnolipídio, quando utilizado na biorremediação de águas contaminados por 
petróleo. 

2.3.1. Simulação de derrame de petróleo cru pesado 
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Para a avaliação das atividades genotóxicas e mutagênicas do 

biossurfactante, quando utilizado como agente biorremiador de águas contaminadas 

com petróleo, foram realizadas simulações de derrame de óleo cru pesado 

(proveniente da Bacia de Campos/RJ - Brasil) em água doce. Todas as simulações 

foram realizadas em recipientes cilíndricos montados com tubos de PVC (Poli 

Cloreto de Vinila) de 1,20 m de comprimento e 150 mm de diâmetro (Figura 2). Estes 

recipientes receberam um volume equivalente a 20L de água do tanque de criação 

de peixes e 5 mL de petróleo, criando, assim, uma pluma de óleo de, 

aproximadamente, 0,2 mm ou 200 µm de espessura. Uma bomba de circulação, 

com uma vazão de aproximadamente 480 L/h, foi colocada na base dos tubos, com 

o intuito de simular a movimentação de um corpo d’água. 

Foram simuladas, nestes tubos, as seguintes situações: derrame de petróleo 

(água + petróleo = P); derrame de petróleo biorremediado com biossurfactante 

ramnolipídio na concentração de 1 g/L (água + petróleo + biossurfactante 1 = PB1); 

derrame de petróleo biorremediado com biossurfactante ramnolipídio na 

concentração 10 g/L (água + petróleo + biossurfactante 2 = PB2). A proporção de 

biossurfactante utilizado nas misturas foi de 5% do total de óleo derramado 

(conforme resolução CONAMA 269, para surfactante sintético). Foram realizados, 

nas mesmas condições, experimentos com água e biossurfactante (água + 

biossurfactante 1 g/L = B1; água + biossurfactante 10 g/L = B2) e à concentração de 

1g/L do biossurfactante ramnolipídio (BIO1). O Controle ambiental foi feito com água 

do tanque de criação de peixes.  

Os tubos utilizados na simulação foram fechados com papel alumínio e 

expostos a ambiente natural externo, por 16 horas. Esse procedimento foi realizado 

para garantir a incorporação dos hidrocarbonetos hidrossolúveis à água dos 

experimentos. Em seguida, os tubos foram expostos a luz solar intensa, por 6 horas, 

para que os produtos de degradação também fossem incorporados ao solvente.  

Posteriormente, foram coletadas, por diferença de densidade, todas as 

amostras de águas contendo as frações solúveis do petróleo (PB1, PB2 e P) e as 

amostras de B1, B2 e CN. Com as amostras de água coletadas, foram realizadas os 

ensaios ecotoxicológicos, as análise qualitativa e quantitativa dos HPA e mensurado 

o pH de cada uma destas amostras A análise dos hidrocarbonetos foi realizada pela 

empresa Analytical Technology Serviços Analíticos e Ambientais Ltda, por meio de 

cromatografia gasosa (cromatógrafo Thermo, modelo Focus) acoplado a um 



148 

espectrômetro de massas (Thermo, modelo DSQ). A coluna utilizada para a análise 

foi VB-5, 30 m x 0,25 mm x 0,25 µm. A empresa seguiu as normas de análise 

estabelecidas pela USEPA 8270D. 

Figura 2. Esquema ilustrativo do experimento 1. Água + Petróleo (P); 2. Água + petróleo + 
biossurfactante 1 g/L (PB1); 3. Água + petróleo + biossurfactante 10g/L (PB2); 4. Água coletada nos 
tanques de criação de peixe (CA) 5. Água + biossurfactante 1g/L (B1); 6. Água + biossurfactante 10 g/L 
(B2); A1 e A2. Adição nas amostras, por meio de gotejamento realizado com micropipeta, de 0,25mL de 
biossurfactante, na concentração 1 g/L (A1) e 2 g/L (A2); B. Representação da pluma de óleo (200 µm);
C. 20 L de água obtida nos tanques de criação de peixes, que são abastecidos com água de poço 
artesiano; D. Bomba de circulação de água; E. Torneira para promover a vazão para coleta da amostra 
que contém a fração solúvel do petróleo. 

A realização dos ensaios de genotoxicidade e mutagenicidade do 

biossurfactante ramnolipídio, se deu pela exposição de cultura de célula HepG2 em 

meio MEM, suplementado com 10% de soro bovino fetal. O frasco foi mantido a 

37ºC em estufa de CO2, por 72h, tempo este necessário para que houvesse uma 

multiplicação celular suficiente para a total ocupação do espaço de cultivo do frasco 

(aproximadamente 107 células). Após esse período, foi realizado o repique para 30 

frascos, onde cada um recebeu aproximadamente 5.105 células, quantidade 

necessária para a realização dos experimentos. Os frascos foram incubados em 

atmosfera úmida, a 37˚C e com 5% de CO2, por 24h. Esse período corresponde ao 

tempo necessário para a realização de um ciclo celular e a aderência das células no 

frasco. Decorrido este tempo, as células foram expostas, por 24h, a 15 mL de cada 



149 

uma das amostras (P, PB1, PB2, B1, B2 e CA) e a concentração de 1g/L do 

ramnolipídio, devidamente filtradas em membrana (Millipore) com poros de 0,22 µm. 

Como controle negativo, foi utilizado apenas meio de cultura MEM, suplementado 

com 10% de SBF. O controle positivo foi realizado com metilmetanosulfonato (MMS, 

Sigma-Aldrich, CAS 66-27-3). As amostras foram realizadas em triplicata e, após o 

período de exposição, foram submetidas ao teste do micronúcleo e ao ensaio do 

cometa.  

2.3.2. Teste do micronúcleo 

 Decorrido o tempo de exposição das células aos tratamentos, as mesmas 

foram lavadas com PBS e incubadas, por mais 28 horas, em um novo meio de 

cultura contendo citocalasina B (300 µL/mL). Após a colheita, as células foram 

tratadas com solução hipotônica de citrato de sódio 0,01% e fixadas em metanol 

ácido-acético (3:1 – v/v). As lâminas foram hidrolisadas em HCl 1N, 60o C, por 8 

minutos e submetidas ao reativo de Schiff (2 h em ambiente escuro) e em Giemsa 

5% (5 minutos), sendo, posteriormente, analisadas em microscopia de luz. Foi 

analisada a incidência de micronúcleo em 1000 células binucleadas com citoplasma 

intacto, selecionadas ao acaso. A análise estatística foi realizada pelo teste de 

Mann-Whitney. 

2.3.3. Ensaio do cometa 

O ensaio do cometa foi realizado de acordo com o protocolo estabelecido por 

Tice et al. (2000) e Uhl et al. (1999, 2000), com algumas modificações. Após o 

tempo de exposição aos tratamentos, a suspensão celular foi colhida, transferida 

para tubos Falcon e centrifugada por 5 minutos a 1500 rpm. O sobrenadante foi 

retirado e a suspensão homogeneizada com pipeta Pasteur. Para a obtenção de 

células isoladas, a suspensão celular foi novamente homogeneizada com o auxílio 

de uma seringa de 1 mL. Para o prosseguimento do ensaio do cometa, foram 

realizados testes de viabilidade celular para todos os tratamentos. Para isto, 20 µL 

da suspensão celular, de cada tratamento, foram misturados com 20 µL de Azul de 

Trypan 0,4% e transferidos para câmara de Neubauer. Foram contabilizadas as 

células viáveis (brancas) e inviáveis (coradas em azul), presentes nos quatro 

quadrantes da câmara.  
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Após a verificação da viabilidade de 80% das células, foi misturada uma 

alíquota de 20 µL de suspensão celular com 120 µL de agarose  de baixo ponto de 

fusão (0,5% - 37°C) e, rapidamente, gotejada sobre lâminas secas, previamente 

cobertas com agarose de ponto de fusão normal (1,5% - 60°C). As lâminas foram 

cobertas com lamínulas e mantidas a temperatura de 4°C, por 20 minutos. Após a 

remoção cuidadosa das lamínulas, as lâminas foram imersas em solução de lise 

gelada, recém preparada, contendo 89 mL de solução de lise estoque (2,5 M de 

NaCl, 100 mM de EDTA, 10 mM de Tris com pH ajustado para 10 com auxilio de 8 g 

de NaOH, 890 mL de água destilada), mais 1 mL de triton X-100 e 10 mL de DMSO, 

onde permaneceram por 1 hora, a temperatura de 4°C.  Posteriormente, as lâminas 

foram banhadas em solução de lise (1 ml de Triton X-100, 10 ml de DMSO e 89 ml 

de solução de lise estoque - NaCl 2.5 M,  EDTA 100mM, Tris10 mM, pH 10, 

aproximadamente 8g de NaOH sólido para 1 L), pH 10, em ambiente escuro, a 6ºC, 

por 1 hora. 

 As lâminas foram posteriormente transferidas para uma cuba de eletroforese 

e cobertas com solução tampão (pH > 13) recém preparada (300 mM de NaOH, 1 

mM de EDTA, preparado de uma solução estoque contendo NaOH 10N e 200 mM 

de EDTA, pH 10), onde permaneceram por 20 minutos antes da eletroforese, para 

desnaturação do DNA. A corrida foi realizada a 4°C,  por 20 minutos, em uma 

corrente de 39 V e 300 mA (~0,8 V/cm). Após a corrida, as lâminas foram 

neutralizadas em tampão Tris-HCl (pH 7,5), fixadas em etanol absoluto e mantidas a 

4˚C, até a realização das análises. A coloração foi feita com brometo de etídeo 

(0,02mg/mL). 

Foram analisados, aleatoriamente, em microscópio de Epifluorescência 

(Olympus BX51, filtro WG 34: excitação 1 = 420 n – 490 n, barreira: I = 520nM, 

objetiva de 40X), 100 nucleóides de cada frasco (3 frascos por tratamento). Os 

nucleóides foram classificados visualmente, segundo a classificação de Kobayashi 

et al. (1995), de acordo com a migração dos fragmentos, em: classe 0 (ausência de 

dano visível), classe 1 (pequeno dano), classe 2 (médio dano) e classe 3 (grande 

dano). Os escores de cada tratamento foram verificados e submetidos ao teste 

estatístico de Mann-Whitney. 

3. RESULTADOS 

3.1. Análise quantitativa e qualitativa de Hidrocarbonetos Policíclicos 

Aromáticos (HPAs) 
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Dentre as diversas substâncias que compõem o petróleo, os HPAs são as 

que causam maior preocupação, devido ao conhecido caráter carcinogênico e 

mutagênico que muitos deles apresentam. Neste estudo foram investigados 16 

HPAs, reconhecidos pela EPA como prioritários, onde apenas seis deles foram 

identificados. A tabela 1 traz os resultados qualitativos e quantitativos dos 

hidrocarbonetos presentes nas amostras P, PB1 e PB2. 

COMPOSTO 

PCP CN P PB1 PB2 LD LQ

CONCENTRAÇÃO (µg/L)

Naftaleno 837309,00 ND 12 12,2 12,6 0,05 0,15

Acenaftileno 46826,00 ND ND 0,092 0,084 0,05 0,15

Acenafteno ND ND ND 0,073 0,058 0,05 0,15

Fluoreno 198241,50 ND 0,371 0,491 0,432 0,05 0,15

Fenantreno 770695,00 ND 0,749 1,12 0,852 0,05 0,15

Antraceno ND ND ND ND ND 0,05 0,15

Fluoranteno 31457,50 ND ND ND ND 0,05 0,15

Pireno 91092,00 ND ND 0,050 ND 0,05 0,15

Benzo(a)antraceno ND ND ND ND ND 0,05 0,15

Criseno 37356,50 ND ND ND ND 0,05 0,15

Benzo(b)fluoranteno ND ND ND ND ND 0,05 0,15

Benzo(k)fluoranteno ND ND ND ND ND 0,05 0,15

Benzo(a)pireno ND ND ND ND ND 0,05 0,15

Indeno(1,2,3-cd)pireno ND ND ND ND ND 0,05 0,15

Dibenz(a,h)antraceno ND ND ND ND ND 0,05 0,15

Benzo(g,h,i)perileno ND ND ND ND ND 0,05 0,15

PCP. Petróleo cru pesado; CN. Controle negativo; P Petróleo+água; PB1. Água + petróleo + 
biossurfactante 1 g/L; PB2. Água + petróleo + biossurfactante 10 g/L; ND. Não detectado;
LD. Limite de detecção; LQ. Limite de quantificação. 

3.2. Avaliação do potencial citotóxico 

Os resultados obtidos por meio do teste do MTT mostraram que a 

concentração de 1g/L, assim como as concentrações menores, não são tóxica para 

Tabela 1. Análise quantitativa e qualitativa de HPA presentes nas amostras P, PB1 e 
PB2.
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as células de HepG2. No entanto, as concentrações 1,5, 1,8 e 2 g/L de ramnolipídio 

levaram a uma significativa indução de morte das células expostas, como pode ser 

visto na figura 3, onde também é possível verificar os menores valores de 

absorbância para essas concentrações.

Figura 3. Valores de absorbância, obtidos após a leitura da microplaca de células de HepG2 
expostas às concentrações testadas do biossurfactante ramnolipídio. 

3.3. Avaliação do potencial genotóxico e mutagênico

3.3.1. Teste do micronúcleo 

 A avaliação do potencial mutagênico das amostras estudadas foi feita pela 

quantificação da presença de micronúcleos em células HepG2. A figura 4 mostra 

que as águas contaminadas com petróleo, com ou sem a presença das 

concentrações 1 e 10 g/L de ramnolipídio (P, PB1 e PB2, respectivamente), são 

capazes de induzir freqüências estatisticamente significativas, quando comparadas 

ao controle negativo. Além disso, o aumento na freqüência de micronúcleos em PB1 

e PB2 foi estatisticamente significativo, quando comparados com o tratamento P. As 

amostras B1 e B2 e a concentração 1 g/L do biossurfactante (BIO1) também 

mostraram ter potencial mutagênico. 
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Figura 4. Freqüência de micronúcleos observada em células HepG2 binucleadas, após exposição às 
amostras P, PB1, PB2, B1, B2, CA e BIO 1. 

3.3.2. Ensaio do Cometa  

 Pelos resultados obtidos com a aplicação da técnica do cometa, foi possível 

observar a ação genotóxica das amostras estudadas. As amostras P, PB1 e PB2 

exibiram os maiores potenciais genotóxicos, identificados pelos altos valores de 

escores, que se mostraram estatísticamente significativos, quando comparados com 

o controle negativo (Tabela 6). 

Amostras Classe 0 Classe 1 Classe 2 Classe 3 Escore

CN 

89 3 3 5 24 
91 8 1 0 10 
88 7 4 1 18 
82 12 3 3 27 
82 7 8 3 32 
88 9 2 1 16 

Média/DP 86,67±3,78 7,67±2,94 3,5±2,43 2,17±1,83 21,17±8,01

CA 

87 11 2 0 15 
87 12 1 0 14 
84 13 3 0 19 
84 15 1 0 17 
86 13 0 1 16 
78 19 3 0 25 

Média/DP 84,33±3,38 13,83±2,86 1,67±1,21 0,17±0,41 17,17±3,98

CP 

1 1 3 95 292 
1 0 2 97 295 
0 1 3 96 295 
1 0 4 95 293 
0 0 4 96 296 
0 1 2 97 296 

Tabela 6. Classificação de danos promovidos no DNA de células de HepG2 
expostas às amostras estudadas. 
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CN. Controle negativo; CA. Controle ambiental; P. Petróleo + água; PB1. Água + petróleo + 
biossurfactante 1 g/L; PB2. Água + petróleo + biossurfactante 10 g/L; B1. Biossurfactante 1 g/L + 
água; B2. Biossurfactante 10 g/L + água; BIO 1.  Biossurfactante ramnolipídio 1 g/L; DP. Desvio 
padrão. *p<0,05. 

Média/DP 0,5±0,55 0,5±0,55 3±0,89 96±0,89 294,5±1,64*

P 

74 11 8 7 48 
71 8 11 10 60 
69 11 8 12 63 
73 10 5 12 56 
70 13 10 7 54 
65 9 12 14 75 

MÉDIA/DP 70,33±3,2 10,33±1,75 9±2,53 10,33±2,87 59,33±9,24*

PB1 

72 6 21 1 51 
73 13 12 2 43 
73 11 16 0 43 
74 16 9 1 37 
71 12 16 1 47 
76 13 9 2 37 

Média/DP 73,17±1,72 11,83±3,31 13,83±4,71 1,17±0,75 43±5,51*

PB2 

73 7 18 2 49 
68 18 14 0 46 
70 12 16 2 50 
72 11 15 2 47 
65 9 22 4 65 
73 12 13 2 44 

Média/DP 70,17±3,19 11,5±3,73 16,33±3,27 2±1,26 50,17±7,57*

B1 

89 10 0 1 13 
87 6 4 3 23 
92 8 0 0 8 
88 12 0 0 12 
78 15 6 1 30 
83 9 7 1 26 

Média/DP 86,17±4,95 10±3,16 2,83±3,25 1±1,09 18,67±8,84

B2 

74 8 12 6 50 
78 6 11 2 34 
74 11 9 3 38 
73 10 10 2 36 
92 1 6 1 16 
81 12 5 2 28 

Média/DP 78,67±7,2 8±4,04 8,83±2,78 2,67±1,75 33,66±11,27

BIO 1 

84 11 3 2 23 
91 6 2 1 13 
77 17 6 0 29 
66 21 10 3 50 
60 33 5 2 49 
70 26 4 0 34 

Média/DP 74,67±11,59 19±9,86 5±2,83 1,33±1,21 33±14,57
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4. DISCUSSÃO

Os acidentes com derrame de óleo se tornaram freqüentes e têm causado 

muitos problemas ecológicos e sociais. Devido à capacidade dos biossurfactantes 

emulsificar e dispersar hidrocarbonetos em água, o que promove um aumento da 

degradação destes compostos no ambiente, essas substâncias tem chamado a 

atenção como uma possível estratégia na biorremediação de águas impactadas por 

petróleo. Porém, existe ainda uma preocupação quanto ao seu uso, não somente 

como agente dispersor, mas também em outras atividades humanas, como a sua 

utilização na indústria cosmética e na área da saúde, pelo seu potencial de ação nas 

membranas celulares. 

Ortiz et al. (2006) estudaram a interação do biossurfactante di-ramnolipídio 

(DiRL), isolado e purificado a partir da cepa  47T2 de Pseudomonas aeruginosa, 

com a fosfatidilcolina da membrana celular. Os autores verificaram que o DiRL é 

capaz de se incorporar entre os fosfolipídios das bicamadas lipídicas e afetar as 

propriedades estruturais da membrana, promovendo mudanças na sua temperatura, 

levando à transição de fases. Apesar do DiRL não alterar a organização 

macroscópica da bicamada, ele aumenta a distância interlamelar, promovendo uma 

desordem conformacional, dada por perturbações físicas da membrana, o que 

poderia afetar a sua função. 

Nossas análises mostraram que o ramnolipídio, produzido pela cepa LBI da 

bactéria P. aeruginosa, concentrações 1,5; 1,8 e 2 g/L, promoveu a morte de células 

da cultura HepG2. Esses resultados corroboram os dados de Wang et al. (2005), 

que citam que o biossurfactante ramnolipídio teve efeito inibitório no crescimento de 

algas, pela sua forte atividade lítica, como conseqüência direta da interação da 

molécula de ramnolipídio com os fosfolipídios da membrana, o que levou a 

alterações das propriedades da bicamada. 

O teste de citotoxicidade do MTT mostrou valores de absorbância, para essas 

concentrações, estatisticamente significativos quando comparados com o controle 

negativo, indicando baixa atividade da enzima mitocondrial succinato desidrogenase, 

devido à morte celular ou a drásticas alterações nas funções dessa organela. Os 

trabalhos de Wang et al. (2005) reportam que o biossurfactante, além de ter 

interferido na estrutura da bicamada fosfolipídica da membrana plasmática das algas 

da espécie Heterosigma akashiwo, também promoveu alterações na membrana 

mitocondrial e a destruição de outras organelas citoplasmáticas, como o complexo 
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de Golgi, retículo endoplasmático e envoltório nuclear. Segundo os autores, a 

alteração inicial na estrutura da membrana plasmática afeta a sua permeabilidade e 

facilita a entrada do próprio biossurfactante, bem como de outras substâncias, 

promovendo, dessa maneira, maiores danos no interior celular. Estudos realizados 

por Stipcevic (2005) também mostraram o efeito citotóxico do ramnolipídio para 

células de fibroblastos e queratinócitos mantidos em cultura. Os autores mostraram 

que determinadas concentrações do di-ramnolipídio BAC-3 (1 mg/mL e 500 µg/mL) 

podem promover a destruição de membranas celulares e de estruturas 

citoplasmáticas, sugerindo um processo celular necrótico.  

O petróleo é uma mistura complexa constituída, principalmente, por HPAs, 

cujas moléculas são formadas por múltiplos anéis aromáticos e, por isso, 

apresentam resistência à biodegradação microbiológica, o que os tornam 

persistentes no ambiente. Os surfactantes, por promoverem a dissociação do óleo 

em pequenas gotas, aumentam a superfície de contato entre o óleo e os 

microorganismos, facilitando a degradação destes compostos hidrofóbicos, 

caracterizando-se em agentes com grande potencial remediador. 

Os principais HPA encontrados nas frações solúveis do petróleo derivadas 

das simulações P, PB1 e PB2, realizadas neste trabalho, foram o naftaleno, o 

fenantreno e o fluoreno. Esses compostos foram encontrados tanto nas amostras 

das simulações realizadas com as duas concentrações de ramnolipídio (PB1 e PB2) 

quanto na amostra realizada somente com o petróleo (P). 

Nossos resultados indicaram que as frações solúveis das simulações 

realizadas tanto com o petróleo (P) como com os simulados de biorremediação (PB1 

e PB2) apresentaram uma freqüência de micronúcleos estatisticamente significativa, 

em relação ao controle negativo. Contudo, os valores de micronúcleo registrados 

para as amostras PB1 e PB2 foram, significativamente, superiores aos valores 

obtidos em P, sugerindo que as concentrações aqui do ramnolipídio foram capazes 

de promover danos maiores que aqueles já promovidos pelos componentes do 

petróleo. 

A ação genotóxica e mutagênica, detectada em P, PB1 e PB2, 

provavelmente, estão relacionadas à ação do fenantreno e naftaleno presente nas 

amostras. O fenantreno e o naftaleno, quando metabolizados, são capazes de 

formar compostos reativos de oxigênio que agridem o DNA. Segundo Djomo et al. 

(1995), o fenantreno, em sua via metabólica, se transforma em 9,10 
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fenantrenoquinona que, como outras quinonas, são muito tóxicas. Apesar de vários 

ensaios realizados com diversos organismos como insetos, bactérias e células de 

mamífero terem apresentado resultados negativos quanto a mutagenicidade, a 

International Agency for Research on Cancer (IARC, 1986) classifica o fenantreno 

como mutagênico. 

O naftaleno, segundo Nutter et al. (1992), Öllinger e Brunk, (1993), Silva et al. 

(2003) e Cojocel et al.( 2006), é transformado pela P-450 em naftoquinonas, que são 

responsáveis por danos no citocromo, levando ao aparecimento de micronúcleos. As 

naftoquinonas também produzem espécies reativas de oxigênio (EROs) como 

superóxido (O2-) e radical OH-, que reagem com compostos eletrofílicos das células, 

como lipídios, proteínas e ácidos nucléicos. Para melhor avaliar a capacidade dos 

HPAs reagirem com o DNA, MacCoull et al. (1999) purificaram e caracterizaram a 

reação entre 1,2 – naftoquinona e a base guanina. Os autores afirmam que o 

carbono da posição 4 do 1,2 naftoquinona reage com o nitrogênio 7 da guanina, 

resultando em 7- (1,2 – naftoquinona – 4 – il) – guanina. Segundo o autor, reações 

dessa natureza promovem danos na molécula de DNA, resultando em quebras 

simples e duplas. 

Apesar do fluoreno também ter sido detectado nas amostras, esse composto, 

segundo Irwin (1997), apresenta baixa toxicidade para seres humanos, peixes, ou 

animais selvagens e não apresenta atividade genotóxica para bactérias. 

Os resultados observados no teste do micronúcleo e no ensaio do cometa 

para as amostras B1, B2 e BIO1 nos dão um indicativo de atividade aneugênica do 

biossurfactante ramnolipídio. Esta atividade pode ser reconhecida pelos resultados 

não significativos observados para danos no DNA, no ensaio do cometa, e a 

presença significativa de micronúcleos nas células HepG2. Esta atividade 

aneugênica pode ser explicada pela ação que o ramnolipídio exerce sobre a 

membrana celular. Segundo dados relatados por Vikström et al. (2010), produtos da 

atividade da P. aeruginosa promoveram mudanças nos níveis de cálcio intracelular 

livre. Terual et al. (2007) avaliaram a ação de uma mistura de mono e di-ramnolipídio 

na atividade hidrolítica da cálcio ATPase de retículo sarcoplasmático. Esses autores 

relataram que o biossurfactante ramnolipídio  foicapaz de promover uma completa 

inativação da cálcio ATPase, quando testados em concentração inferiores a 0,1 Mm. 

Considerando que a inativação da proteína cálcio ATPase levaria a um aumento do 

cálcio citoplasmático e que é necessário um baixo nível de cálcio para que a 
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polimerização dos microtúbulos ocorra, concluímos então que o ramnolipídio aqui 

testado pode ter comprometido a formação dos fusos mitóticos, devido aos elevados 

níveis desse íon na célula, descrito por Hepler (1992). Este efeito explicaria a 

formação de micronúcleo observada, mesmo com resultados negativos de 

genotoxicidade evidenciada pelo ensaio do cometa. Segundo Fernandes et al. 

(2009), distúrbios no fuso podem levar a formação de anormalidades 

cromossômicas como perdas cromossômicas e poliploidias, alterações estas que 

originam micronúcleos. Desta maneira, os nossos resultados sugerem que o 

biossurfactante ramnolipídio tem uma possível ação aneugênica, por promover 

alterações no DNA, decorrentes de ação citoplasmática e não diretamente sobre o 

material genético. 

Concluímos neste trabalho que concentrações maiores que 1 g/L do 

biossurfactante ramnolipídio são tóxicas e concentrações menores que essa são 

capazes de alterar o material genético de células humanas. Assim, sugerimos que o 

uso terapêutico deste produto seja feito com cautela. Quanto à utilização do 

ramnolipídio como agente biorremediador na limpeza de ambientes impactados por 

petróleo, salientamos que o efeito sinérgico desse poluente com o biossurfactante 

promoveu, nas células humanas, danos mais severos que aqueles observados pelo 

impacto promovido pelo próprio petróleo, servindo de alerta para uma possível ação 

indesejada sobre os mamíferos expostos a essa substância no ambiente.  
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS

A busca por processos naturais que degradem, eficientemente, os resíduos 

tóxicos lançados no ambiente tem se caracterizado, nos últimos anos, em uma 

preocupação constante. Este trabalho procurou avaliar os efeitos tóxicos 

genotóxicos e mutagênicos do biossurfactante ramnolipídio, uma substância 

naturalmente produzida pela bactéria Pseudomona aeruginosa, comumente 

encontrada em diversos ambientes. Essa substância, que vem sendo estudada, há 

algum tempo, parece ser menos agressiva que os surfactantes sintéticos e tão 

eficientes quanto.  

Os resultados obtidos nessa tese confirmaram os dados descritos na literatura 

sobre à eficiência utilização da concentração 1 g/L em processos de biorremediação, 

devido às suas excelentes características tensoativas; 

Pelos estudos realizados com o organismo teste vegetal Allium cepa, o 

ramnolipídio estudado não alterou as atividades tóxicas, genotóxicas e mutagênicas 

das frações solúveis do petróleo (HPAs), presentes nas amostras de águas de 

simulações de ambiente remediado com este composto, indicando a ausência de 

efeitos sinergísticos entre o biossurfactante e os HPAs; 

O biossurfactante estudado não facilitou o carreamento de compostos 

presentes no petróleo para o interior das células de A. cepa;

O ramnolipídio não alterou as condições físicas das águas impactadas por 

petróleo, se caracterizando em um eficiente dispersor de óleo em águas superficiais 

e composto promissor para programas de biorremediação de ambientes impactados 

com petróleo e seus derivados; 

Ensaios realizados com a espécie Oreochromis niloticus mostraram que o 

raminolipídio apresenta baixa atividade tóxica para esta espécie sentinela, 

observada pela indução de vacúolos citoplasmáticos e retração nuclear; 
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A retração nuclear promovida pelo ramnolipídio é decorrente da sua ação 

intercalante entre a bicamada lipídica da membrana celular, especificamente junto 

ao fosfolipídio fosfotidilcolina; 

O ramnolipídio estudado não apresentou efeito genotóxico nem mutagênico 

para a espécie O. nilóticos, indicando ser um bom agente remediador de ambientes 

aquáticos impactados por derivados de petróleo; 

Devido à característica das alterações observadas nos ensaios realizados 

com o ramnolipídio, sobre células humanas, foi possível classificar o composto da 

síntese bacteriana como uma substância aneugênica, pois sua ação se dá sobre as 

membranas celulares e, conseqüentemente, nas organelas celulares, tendo 

conseqüência indireta no DNA; 

Uma vez que os resultados obtidos nesse estudo mostraram uma maior 

sensibilidade das células humanas para a substância testada, sugerimos cautela 

quanto ao uso do ramnolipídio na área terapêutica; 

Devido aos resultados satsifatórios obtidos com peixes e vegetais, podemos 

concluir que o biossurfactante ramnolipídio estudado neste trabalho se caracteriza 

em um agente interessante para ser usado em processos de limpeza se ambientes 

impactados por petróleo, e, portanto, em um bom substituto para surfactantes 

sintéticos usados em programas de biorremediação, pois, certamente, não 

promoverá comprometimentos aos organismos pertencentes a esses grupos. 
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