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RESUMO 
 

 

Os agrotóxicos podem ser nomeados de diversas formas, atualmente vem se utilizando 

principalmente a nomenclatura de defensivos agrícolas, para referenciar a um produto apenas 

benéfico. Com o crescimento populacional e o aumento na demanda de alimento, os biocidas 

passaram a ser cada vez mais presente nas lavouras, porem seu uso frequente e indiscriminado, 

causa desequilíbrio no solo, ar e água. Os biocidas a base de glifosato (N-(fosfonometil)glicina), 

são herbicidas organofosforado não seletivo de uso pós-emergente e amplo espectro, por essas 

características é um dos ingredientes ativos mais vendidos no mundo. Porem, tantos benefícios 

em longo prazo resulta na mudança do ciclo biogeoquímico, afetando principalmente a 

microbiota do sol e organismo não alvo. Por isso, viu-se a importância de selecionar bactérias 

capazes de produzir biossurfactante na presença de glifosato. Serão coletadas amostras de solos 

contaminados com glifosato dos municípios de Balsas, Carolina e Imperatriz-MA, 

posteriormente peneiradas, armazenadas (a 4°C) e analisadas no laboratório de Biotecnologia 

Ambiental, localizada na Universidade Estadual da Região Tocantina do Maranhão. As 

amostras serão inoculadas e passadas pelo processo de cultura (mista e pura) com meio PCA, 

para selecionar linhagens bacterianas capazes de produzir biossurfactante será realizado o testes 

de atividade hemolítica. Em seguida as mesmas serão inoculadas em meio base com o mínimo 

de nutrientes e 1% de glifosato provocando o estado “stress” para gerar sua ação surfactante. 

Os biossurfactantes serão selecionados pelos seus valores de índice de emulsificação, colapso 

de gota e concentração micelar critica. Para classificação serão produzidas laminas das colônias 

selecionadas utilizando o método de coloração de Gram e observadas em microscópio óptico. 

 
Palavras-chave: Bactérias; Biossurfactantes; Glifosato; Solo; 



ABSTRACT 
 

 

 

Pesticides can be named in different ways, currently mainly the nomenclature of agricultural 

pesticides is being used, to refer to only a beneficial product. With population growth and the 

increase in food demand, biocides have become increasingly present in crops, but their frequent 

and indiscriminate use causes imbalance in the soil, air and water. Glyphosate-based biocides 

(N-(phosphonomethyl)glycine), are a non-selective organophosphate herbicide with broad 

spectrum post-emergence use, due to these characteristics, it is one of the most sold active 

ingredients in the world. However, so many long-term benefits result in a change in the 

biogeochemical cycle, mainly affecting the sun's microbiota and non-target organism. 

Therefore, the importance of selecting bacteria capable of producing biosurfactant in the 

presence of glyphosate was seen. Samples of soils contaminated with glyphosate were collected 

from the municipalities of Balsas, Carolina and Imperatriz - MA, subsequently sieved, stored 

(at 4°C) and analyzed in the Environmental Biotechnology laboratory, located at the State 

University of the Tocantina do Maranhão region. The samples will be inoculated and passed 

through the culture process (mixed and pure) with PCA medium, to select bacterial strains 

capable of producing biosurfactant, the hemolytic activity tests were performed. Then, they will 

be inoculated in a base medium with minimal nutrients and 1% glyphosate, causing the “stress” 

state to generate its surfactant action. Biosurfactants will be selected by their emulsification 

index and drop collapse values and critical micelle concentration. For classification, slides of 

selected colonies will be produced using the Gram stain method and observed under an optical 

microscope. 

 
Key words:Bacteria; Biosurfactants; Glyphosate; Ground; 
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1 INTRODUÇÃO 

 
 

Segundo a Agência Nacional de Vigilância Sanitária – ANVISA (2010), os defensivos 

agrícolas podem ser definidos como quaisquer produtos de origem biológica, física ou química 

que têm a função de eliminar pragas ou doenças que prejudiquem as culturas agrícolas. 

Os agrotóxicos, são utilizados desde a antiguidade, começou sendo utilizado de forma 

empírica através do método de tentativa e erro. Por falta de conhecimento científico foi por 

várias vezes confundido, a sua verdadeira eficácia com o ciclo   de   vida da   praga. 

Com o crescimento populacional o homem viu-se com a responsabilidade de aumentar 

a demanda agrícola, buscando assim aperfeiçoar os métodos utilizados para controle de 

interferentes na produção (CARVALHO; CARVALHO; CASTRO, 2022). 

Com o desenvolvimento acelerado da agricultura, tem aumentado à necessidade do 

uso de herbicidas. No final do século XX, os herbicidas formulados a base de glifosato (N-

(fosfonometil)glicina) ganharam mais expressão e importância, em virtude do crescimento na 

área semeada com culturas geneticamente modificadas. Além disso, por se tratar de um 

herbicida sistêmico e de amplo espectro de ação, podendo ser aplicado em baixos volumes de 

calda comparado à herbicidas convencionais (RODRIGUES; ALMEIDA, 2005). No entanto, 

as pessoas ao terem contato com esses produtos de forma direta, podem ser intoxicadas, 

especialmente os aplicadores e manipuladores (SANTOS, 2010). 

O solo é um sistema aberto e de grande complexidade, constituído por minerais, 

matéria orgânica, microrganismos, água e ar, sendo que a variação de um desses componentes 

pode provocar alterações nos demais (TONI et al., 2006). Dentre os principais impactos ao meio 

ambientes ocasionados pelo uso de agrotóxicos, destacam-se   a   contaminação de   solos 

e recursos hídricos; redução de espécies “não-alvos”, como animais domésticos, populações de 

peixes, pássaros, anfíbios, insetos, que são comprometidas pela ingestão de plantas 

contaminadas, ou têm seus habitats restritos a áreas que possuem águas e solos também 

afetados (GASPARINI, 2012; CASTREJÓN-GODÍNEZ, et al., 2021). 

Com a biorremediação, diferentes seres vivos podem ser utilizados na expectativa de 

metabolizar determinado contaminante, nesse caso o glifosato, visando sua eliminação do 

ambiente ou transformação em compostos menos tóxicos (ADAMS et al., 2015). A completa 

biodegradação ou mineralização envolve a oxidação dos compostos intermediários, que podem 

ser mais ou menos tóxicos que o composto inicial, em moléculas mais simples como água, CO2, 

entre outras (SPADOTTO et al., 2004). 
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A biodegradação de agrotóxicos torna-se mais eficiente com a presença de 

biossurfactantes bacterianos, os quais podem acelerar a biorremediação de solos e águas 

contaminadas através da diminuição da tensão superficial óleo – água, aumentando 

a solubilidade e assim a mobilidade de compostos hidrofóbicos, tais como os poluentes 

orgânicos (TANGO; ISLAM, 2002). 

Em vista que, as comunidades microbianas ambientais apresentam uma grande 

diversidade de espécies e vias metabólicas adaptadas a diferentes nichos ecológicos 

representando,   dessa   forma,   uma   rica   fonte   de    novas    biotecnologias 

(OBERHARDT et al., 2015). 

Com isso, o trabalho de conclusão de curso visa realizar isolamento e seleção de 

bactérias produtoras de biossurfactantes de solo contaminado com glifosato. 
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2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 
 

2.1 Agrotóxicos 

 
 

Os agrotóxicos, defensivos agrícolas, pesticidas, praguicidas, remédios de planta ou 

veneno: são inúmeras as denominações relacionadas a um grupo de substâncias químicas 

utilizadas no controle de pragas e doenças de plantas (PERES; MOREIRA, 2003). 

De acordo com o INCA (2021), os agrotóxicos são substâncias químicas sintéticas 

utilizadas para eliminar insetos, larvas, fungos, carrapatos e outras pragas, com o objetivo de 

controlar as doenças transmitidas por esses vetores e regular o crescimento da vegetação em 

ambientes tanto rurais quanto urbanos. 

No Brasil, o registro, classificação e controle dos agrotóxicos é realizado por três 

órgãos federais que trabalham em conjunto. O Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos 

Recursos Naturais Renováveis - IBAMA é responsável pela avaliação dos impactos dessas 

substâncias no ambiente e nos seres vivos. A Agência Nacional de Vigilância Sanitária - 

ANVISA estabelece os parâmetros toxicológicos dos ingredientes ativos e a classificação 

toxicológica dos produtos formulados. Por fim, o Ministério da Agricultura, Pecuária e 

Abastecimento - MAPA avalia a eficiência agronômica dos agrotóxicos e aprova seus rótulos. 

As atribuições de cada órgão são definidas pelo Decreto n° 4.074, de 04 de janeiro de 2002 

(BRASIL, 2002). 

Na Tabela 01 temos a classificação dos agrotóxicos pela ANVISA, conforme sua 

toxidade e efeitos agudos. 
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Tabela 01 – Classificação toxicológica dos agrotóxicos. 
 

 

 

 

 

Pictograma 

 
Palavra de 

Advertência 

CATEGORIA 1 CATEGORIA 2 CATEGORIA 3 CATEGORIA 4 CATEGORIA 5 NÃO CLASSIFICADO 

 

Extremamente tóxico 
 

Altamente tóxico 
Moderadamente 

tóxico 

 

Pouco tóxico 
Improvável causar 

dano agudo 

 

Não classificado 

 

 

Perigo 

 

 

Perigo 

 

 

Perigo 

 

 

Cuidado 

 
Sem símbolo 

Cuidado 

 
Sem símbolo 

Sem advertência 

CLASSE DE PERIGO 

 

Oral 

 

Fatal se ingerido 

 

Fatal se ingerido 

 

Tóxico se ingerido 

 

Nocivo se ingerido 
Pode ser perigoso se 

ingerido 

 

- 

 

Dérmica 

 

Fatal em contato com 

a pele 

 

Fatal em contato 

com a pele 

 

Tóxico em contato 

com a pele 

 

Nocivo em contato 

com a pele 

Pode ser perigoso 

em contato com a 

pele 

 

- 

 

Inalatória 

 

Fatal se inalado 

 

Fatal se inalado 

 

Tóxico se inalado 

 

Nocivo se inalado 
Pode ser perigoso se 

inalado 

 

- 

Cor da faixa VERMELHO VERMELHO AMARELO AZUL AZUL VERDE 

Fonte: Instituto Nacional de Câncer José Alencar Gomes da Silva, 2019. 
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Classificado de I a IV pelo IBAMA (2021), conforme sua periculosidade 

ambiental, baseado em estudos físico-químicos e ecotoxicológicos pré-definidos, são 

mostrados na Tabela 02. 

 
Tabela 02 - Classificação ecotoxicológica dos agrotóxicos. 

 

Classes Periculosidade Ambiental 

I Produto ALTAMENTE PERIGOSO ao meio ambiente 

II Produto MUITO PERIGOSO ao meio ambiente 

III Produto PERIGOSOao meio ambiente 

IV Produto POUCO PERIGOSOao meio ambiente 

I Produto ALTAMENTE PERIGOSOao meio ambiente 

Fonte: IBAMA, 2021. 

 

 
São classificados em diferentes grupos de acordo com seu organismo alvo e grupo 

químico, tais como inseticidas, fungicidas, herbicidas, raticidas, acaricidas, nematicidas, 

fumigantes, etc (KARAM et al., 2015). 

 
2.2 Herbicidas 

 
 

Os herbicidas são um tipo de agrotóxico comumente utilizado para eliminar ervas 

daninhas sem afetar as plantas desejáveis. Eles também são usados para eliminar plantas 

indesejáveis nas margens de estradas e ferrovias, bem como para marcar as linhas de 

trilhas e, às vezes, desfolhar regiões inteiras (BAIRD, 2002). 

São classificadas como plantas daninhas aquelas que nascem espontaneamente 

e prejudicam a cultura de alguma espécie vegetal ali presente. Outra definição, porém, 

mais ampla de planta daninha seria toda planta indesejada, seguindo essa definição 

qualquer planta é daninha quando esta é indesejada, assim, por exemplo, uma planta de 

algodão é considerada daninha em um plantio de mamona (RICHETTI, 2000). 

 
2.3 Glifosato 

 
 

O glifosato tem fórmula molecular C3H8NO5P (m.m. = 169,1 g moL-1) e, na forma 

de sal de isopropilamônio, apresenta-se acrescido do grupo (CH3)2CHNH + 
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(m.m. = 228,2 g moL-1), como mostra a Figura 01. Em condições ambientais, tanto 

glifosato quanto seus sais são sólidos cristalinos, muito solúveis em água (12 gL-1 a 25 

°C, para glifosato) e quase insolúveis em solventes orgânicos comuns, tais como acetona 

e etanol, entre outros. Glifosato funde a 200 °C, possui densidade aparente de 0,5 g/cm3 

e se apresenta bastante estável em presença de luz, inclusive em temperaturas superiores 

a 60 °C. Os valores de pK encontrados na literatura para o glifosato são: pK1 = 0,8; pK2 

= 2,16; pK3 = 5,46; pK4 =10,14. Tais constantes de dissociação indicam o grau de 

dissociação do herbicida em função do pH (AMARANTE JUNIORet al., 2002). 

 
Figura 01 - Fórmula estrutural do glifosato. 

 

Fonte: MERCK (2021). 

 

 
O glifosato, é indicado no controle de ervas daninhas anuais e perenes, 

monocotiledôneas ou dicotiledôneas, em culturas de arroz irrigado, cana-de-açúcar, café, 

citros, maçã, milho, pastagens, soja (plantio direto ou indireto), fumo, uva e soqueira em 

cana-de-açúcar. É indicado, ainda, para as culturas de ameixa, banana, cacau, nectarina, 

pêra, pêssego, seringueira e plantio direto do algodão (AMARANTE JUNIOR et al., 

2002). 

É classificado como uma glicina substituída e também como um herbicida 

organofosforado, sem, no entanto, afetar o sistema nervoso da mesma maneira que outros 

organofosforados (em geral inseticidas inibidores da enzima acetilcolinesterase) e, apesar 

de ser citado como pouco tóxico, há evidência de efeitos deletérios no ambiente após seu 

uso prolongado, principalmente devido à resistência adquirida por algumas espécies de 

ervas (NORTOX, 2021). É um herbicida potente de pós-emergência, largo espectro, não 

seletivo, capaz de controlar efetivamente 76 das 78 plantas invasoras mais agressivas 

(GRUYS; SIKORSKI, 1999). 

De acordo   com   sua   ficha   técnica   disponibilizada   pela   ANVISA(2021) 

e pelo IBAMA(2021), é um herbicida medianamente tóxico (classe III) e perigoso ao 

meio ambiente (classe III). No solo o glifosato pode ser adsorvido, dessorvido e 
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degradado, com meia-vida de dissipação entre 14,5 e 25,8 dias e meia-vida de 

mineralização entre 252,6 e 282,1 dias em Latossolo Vermelho distroférrico (YAMADA; 

CASTRO, 2007). 

De acordo com Prata e Lavorenti (2002), a sorção do glifosato no solo ocorre por 

meio de forças de van der Waals, formação de pontes de hidrogênio com substâncias 

húmicas, troca iônica (devido à carga positiva e negativa do glifosato) e formação de 

ligações covalentes com átomos metálicos presentes nos óxidos do solo. Eles destacam 

que o último mecanismo é o mais importante em solos oxídicos, resultando na formação 

de resíduos-ligados do glifosato no solo (Figura 02). 

 
Figura 02 - Esquema dos mecanismos envolvidos na sorção do glifosato. 

 

 
 

 
Fonte:PRATA e LAVORENTI (2002). 

 

 
O ácido aminometilfosfônico (AMPA) e os produto da biodegradação do glifosato 

em sistemas naturais antes da mineralização final e a quebra do produto em complexos 

fosfonados. Alguns trabalhos mostram que a toxicidade do AMPA é igual ou superior ao 

próprio princípio ativo do glifosato (BARJA; AFONSO, 2005). O metabolismo do 

glifosato pelos microrganismos é a maior rota de degradação no solo, ocorrendo tanto em 

condições aeróbicas e anaeróbicas no perfil do solo (VEIGA et al., 2001). 

A empresa Monsanto é responsável pela produção do Roundup, marca cujo 

principal ingrediente ativo é o glifosato, agrotóxico mais vendidos no brasil 

(BOMBARDI, 2017). Foi reavaliado pela ANIVISA durante os anos de 2008 a 2019, 

quando a instituição decidiu pela liberação do biocida, pois não apresenta características 



16 
 

mutagênicas, teratogênicas e carcinogênicas, não ser desregulador endócrino e nem 

tóxico para a reprodução (BROCHARDT, 2020). 

A aplicação indiscriminada e abusiva de agroquímicos (herbicidas, inseticidas e 

fungicidas) é uma poderosa fonte de poluição que pode causar um desequilíbrio em todo 

o ecossistema, afetando a biodiversidade do solo, do ar e dos recursos hídricos, além do 

risco toxicológico para a população humana em geral (MESQUITA, 2004). 

Os efeitos da atividade residual pelo uso repetido por longo período (9-13 anos) 

do herbicida glifosato no solo, Busseet al. (2001) verificaram mudanças significativas no 

crescimento e na composição da vegetação espontânea em plantações de pinus, assim 

como para microorganismos do solo (bactérias e fungos). A presença do herbicida nos 

solos florestais pode favorecer a microbiota, que consegue degradar o glifosato ou AMPA 

e, por outro lado, suprimir outros microrganismos, inclusive os benéficos, alterando assim 

o equilíbrio da microfauna desses ambientes (SANTOS et al., 2005). 

Rodrigues (2003) reforça que, o solo pode perder várias das suas funções quando 

expostos aos compostos químicos, afetando os componentes bióticos de todo o 

ecossistema, comprometendo sua funcionalidade, sustentabilidade e interferindo na 

dinâmica de inúmeros seres vivos, incluindo o homem. A maioria dos impactos causados 

no solo é de difícil reversão, assim como os danos causados ao meio ambiente. 

Diversos são os processos de tratamento desenvolvidos para reduzir a 

concentração de herbicidas no ambiente. As técnicas tradicionais como coagulação, 

absorção em carvão ativado, osmose reserva e outras podem ser utilizadas para remover 

esses contaminantes, porém esses métodos possuem um custo elevado para retirar 

contaminantes no pós-tratamento (ARANHA; RIBEIRO, 2016). 

 
4.4 Biorremediação 

 
 

A biorremediação é uma tecnologia amplamente utilizada para remediar solos 

contaminados, sendo uma opção que promove a destoxificação do local ou a remoção de 

elementos contaminantes do solo. Essa estratégia consiste em acelerar a biodegradação 

natural dos poluentes presentes no solo, utilizando processos ou atividades biológicas por 

meio de organismos vivos, como microrganismos e plantas. Esses organismos possuem 

a capacidade de modificar ou decompor determinados poluentes, transformando-os em 

substâncias inertes, o que torna a biorremediação uma alternativa eficiente e sustentável 

para a remediação de áreas contaminadas (JACQUES, 2010). 
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Pesquisadores como Fittipaldi e seus colaboradores (2013) vêm estudando a 

técnica da biorremediação com microrganismos como as bactérias, microalgas, fungos 

filamentosos e leveduras, onde vem sendo observado o grande desempenho na remoção 

de poluente em especial nos solos e nos recursos hídricos. 

O procedimento para remediação e consequente recuperação dessas áreas é lento 

e está relacionado à capacidade de restabelecimento do solo, onde se recompõem as 

características químicas, físicas e biológicas a um nível mínimo, que permita o 

desenvolvimento de espécies vegetais e da atividade microbiana, tão importante para o 

estabelecimento e sucessão da macrobiota (MENDES FILHO, 2010). 

A biorremediação, refere-se à geração de energia por microrganismos a partir de 

reações de oxirredução (ADAMS et al., 2015). Tais processos podem ocorrer de maneira 

aeróbia ou anaeróbia (TEIXEIRA, 2007) e podem levar à completa mineralização do 

poluente, transformando-o em gás carbônico, água e biomassa (MARIANO, 2006). 

Embora diversos seres vivos possam ser empregados em tratamentos de biorremediação, 

as bactérias costumam ser o grupo mais estudado e utilizado (DÍAZ, 2004), destacando- 

se por apresentar velocidades metabólicas mais elevadas que os demais organismos 

(SELVAKUMAR et al., 2014). 

Segundo Alves (2006), restaurar ecossistemas é o que se tem atribuído ao desafio 

de, por meio de interferências planejadas, reconstruírem a estrutura e criar condições para 

que se restabeleçam os processos ecológicos naturais de cada ecossistema. A 

biodegradação de hidrocarbonetos é um componente importante dos processos 

biogeoquímicos e atuam diretamente na renovação da matéria orgânica no ciclo do 

carbono (HASSANSHAHIAN et al., 2014). 

A    biorremediação     microbiológica,     apresenta     vantagens     econômicas 

e ecológicas superiores às demais técnicas, dentre as quais destacam-se a possibilidade 

de sua realização no próprio local contaminado, a geração de poucos distúrbios no 

ambiente e, principalmente, o potencial para completa eliminação do contaminante 

(MELO; AZEVEDO, 2008). 

A biodegradação de agrotóxicos, torna-se mais eficiente com a presença de 

biossurfactantes, os quais podem acelerar a biorremediação de solos e águas 

contaminadas através da diminuição da tensão superficial óleo – água, aumentando a 

solubilidade e assim a mobilidade de compostos hidrofóbicos, tais como os compostos 

orgânicos (TANGO; ISLAM, 2002). 
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A atividade biossurfactante, pode ser determinada através de mudanças nas 

tensões interfaciais e superficiais de alguns “sistemas”, ou interfaces, como, por exemplo, 

água/óleo e ar/água e essas mudanças podem ser medidas com auxílio de tensiômetro 

(DESAI; BANAT, 1997). Devido à sua estrutura anfifílica, as moléculas dos 

biossurfactantes tendem a se acumulam na interface entre duas substâncias imiscíveis e 

formar pequenas estruturas como micelas quando adicionados a esses sistemas e, deste 

modo, reduzem a tensão superficial, aumentam a solubilidade e biodisponibilidade dessas 

substâncias hidrofóbicas (AL-ARAJI et al., 2007; NG et al., 2022). 

Existem vários tipos de biossurfactantes, cada um sendo produzido por um 

microrganismo específico. Algumas das classes bem estabelecidas são as de alto peso 

molecular e baixo peso molecular, que incluem algumas subclasses: os glicolipídeos; as 

lipoproteínas ou lipopeptídeos; fosfolipídeos, ácidos graxos ou lipídeos naturais; 

biossurfactantes poliméricos; e biossurfactantes particulados. O primeiro grupo inclui 

moléculas que podem eficientemente reduzir as tensões superficial e interfacial, enquanto 

que o último é composto por polímeros anfifílicos e polifílicos que usualmente 

apresentam maior eficiência para o estabelecimento de emulsões (óleo-água), mas não 

são tão eficientes na redução da tensão interfacial e superficial (VARJANI; UPASANI, 

2017; BANAT et al., 2010; SATPUTE et al., 2010). 
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3 OBJETIVOS 

 
 

3.1 Objetivo geral 

Realizar bioprospecção de bactérias de solos rizosféricas capazes de produzir 

biossurfactantes na presença de glifosato. 

 
3.2 Objetivos específicos 

• Isolar, selecionar e caracterizar bactérias produtores de biossurfactantes, 

a partir de amostras de solos contaminados pelo herbicida glifosato; 

• Identificar as linhagens bacterianas produtoras de biossurfactantes; 

• Avaliar a produção de biossurfactante dos isolados bacterianos através de análise 

qualitativa e quantitativa em meio com glifosato; 
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4 METODOLOGIA 

 
 

4.1 Herbicida 

 
 

A concentração de campo utilizada em condições laboratoriais do herbicida 

glifosato (N-(fosfonometil)glicina) será determinada através da consulta de Manual 

Técnico: The Pesticide Manual (WHOTING, 1991). 

 
4.2 Isolamento e caracterização das bactérias produtoras de biossurfactantes 

 
 

As amostras de solos não contaminadas e contaminadas com glifosato serão 

coletadas no município de Balsas, Carolina e Imperatriz (MA), situados no Cerrado 

Meridional Maranhenses em diferentes locais escolhidos aleatoriamente. As coletas serão 

feitas na profundidade de 0 a 20 cm (horizonte A), retirando-se a cobertura vegetal, sendo 

amostras de áreas sem histórico de aplicação de glifosato e outra com histórico de 

aplicação em diferentes culturas. Após a coleta, os solos serão peneirados em peneira 

malha de 2 mm, acondicionados em sacos plásticos e mantidos à temperatura de 4 °C em 

geladeira até o momento das análises (SIX et al., 2000). 

O isolamento de bactérias possíveis produtoras de biossurfactantes serão feitas 

por diluições decimais seriadas em solução salina (0,85%) até 10-15 e plaqueadas em ágar 

padrão para contagem (PCA), seguido de incubação a 30 oC por 24 e 48 horas. 

As bactérias obtidas serão replaqueadas em ágar-sangue por 24 e 48 horas a 30 oC. 

A presença de halo de hemólise indica a produção de biossurfactantes. 

 
4.3 Manutenção das bactérias produtoras 

 
 

As bactérias possíveis produtoras, ou seja, hemolíticas, serão semeadas em tubos 

inclinados de PCA durante 24 horas a 30 oC e depois serão mantidas sob refrigeração a 4 

oC. 

 

4.4 Identificação das bactérias 

 
 

Os gêneros bacterianos serão identificados através das características 

morfológicas microscópicas e macroscópicas, além de serem submetidos a testes 
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bioquímicos de atividade enzimática (amilase, protease, lecitinase, gelatinase, catalase, 

oxidase, urease), fermentação de açúcares (lactose, sacarose, frutose, maltose, manitol, 

glicose), fenilalanina, citrato, ágar lisina ferro (LIA), ágar três açúcar e ferro (TSIA), 

vermelho de metila (VM), Voges-Proskauer (VP), indol, motilidade, nitrato de acordo 

com Bergey’s (1984). 

 
4.5 Produção dos biossurfactantes 

 
4.5.1 Microrganismos 

 
 

Para a produção dos biossurfactantes microbianos serão utilizadas as bactérias 

previamente selecionadas e identificadas no item 4.3. 

 

 
4.5.2 Meio base 

 
 

O meio   base   empregado   para   a   fermentação   será   o   proposto   por 

Bicca, Fleck e Ayub (1999) acrescentado da fonte de carbono selecionada. O meio será 

composto de (g/L): MgSO4.7H2O (0,5), KCl (0,1), KH2PO4 (0,5), CaCl2 (0,01), K2HPO4 

(1,0), NaNO3 (7,0), FeSO4.7H2O (0,01), extrato de levedura (0,1) e glifosato 1,0% (v/v) 

 

 

4.5.3 Meio de produção 

 
 

Cada bactéria será inoculada em tubos de ensaio contendo 5mL de caldo nutriente 

e incubada por 24h. a 30 oC. Após a incubação, serão feitas a suspensão das células de 

cada tubo e submetida à leitura de densidade óptica a 620nm até 0,05 para padronização 

do inóculo sendo então transferida para frascos de Erlenmeyer de 250mL contendo 45mL 

de meio base seguido de incubação a 30 oC e 200 rpm. O caldo de fermentação será 

centrifugado a 13608g a 4 oC por 20 min. para separação das células. 

 
4.6 Determinação da presença de biossurfactantes 

 
 

Os caldos fermentados livres de células serão submetidos à análise de tensão 

superficial, índice de emulsificação e teste do colapso da gota. 
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4.6.1 Teste do colapso da gota 

 
 

Após 20 dias de incubação das amostras será realizado o teste do colapso da gota. 

Para tal, 5,0mL de cada caldo com crescimento bacteriano será colocado em placas de 

Petri e posteriormente, adiciona-se 0,05ml de glifosato em diferentes concentrações. Os 

resultados da dispersão da gota de glifosato em cada uma das amostras serão comparados 

com o caldo sem crescimento bacteriano (controle negativo) e com o meio de cultura 

contendo 0,5mL de n-laurilsarcosinato de sódio 1ppm (controle positivo). 

 

 
4.6.2 Índice de emulsificação 

 
 

Será determinado em tubos de ensaio com tampa de rosca pela adição de 2,0mL 

de tolueno a 3,5mL do sobrenadante, misturando em agitador de tubo por 2 min. e deixado 

em repouso por 24 horas. O índice será calculado como porcentagem da altura da camada 

emulsificada (cm) dividida pela altura   total   da   coluna   do   líquido   (cm) 

(BICCA; FLECK; AYUB, 1999). O índice (E %) será determinado de acordo com a 

equação: 

E % = altura da camada emulsionada (cm) x 100/altura total do liquido (cm). 

Onde: E (%) = índice de emulsificação. 

 

 
4.6.3 Determinação da atividade emulsificante 

 
 

A atividade emulsificante será determinada em tubos de ensaio com tampa de 

rosca misturando em agitador de tubo durante 2 min., 3,5mL da solução do 

biossurfactante com 2mL de tolueno e realizando-se a leitura da densidade óptica em 

espectrofotômetro a 610nm (KIM et al., 2000). 

4.6.4 Concentração Micelar Crítica (CMC) 

 
A metodologia de análise de CMC será baseada no método proposto por Moraes 

e Rezende (2004), que consiste na utilização de alíquotas de 2 a 6,5mL do biossurfactante 

em sistemas de diluição com água destilada, solução tampão de fosfato de sódio pH 7,0 

e solução tampão de borato de sódio pH 9,3. Em seguida será feita a leitura de absorbância 

em espectrofotômetro UV-Vis a 519nm. 
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