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RESUMO 

LEÃO, Bruna Almeida, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, julho de 2009. Agentes 
inibidores da atividade metabólica e do processo de adesão de 
Desulfotomaculum nigrificans em superfície de aço inoxidável. Orientador: 
Marcos Rogério Tótola. Coorientadores: Antônio Galvão do Nascimento e Nélio José 
de Andrade. 

 
As bactérias redutoras de sulfato (BRS) são consideradas o principal grupo de 

microrganismos envolvidos na formação de biofilmes e biocorrosão de oleodutos. A 
prevenção e o controle do crescimento desse grupo bacteriano têm sido realizados 
principalmente pela utilização de agentes biocidas ou bacteriostáticos, bem como pelo 
uso de inibidores metabólicos. Neste trabalho foi avaliado o efeito de misturas contendo 
o biossurfactante ramnolipídeo, o inibidor metabólico molibdato de sódio e o biocida 
sulfato de tetrakis(hidroximetil)fosfônio (THPS) sobre a atividade metabólica de 
Desulfotomaculum nigrificans, bem como sobre a sua adesão a cupons de aço 
inoxidável AISI 304. O efeito das misturas sobre a atividade metabólica foi avaliado pela 
estimativa de células viáveis e pela determinação de sulfato residual no meio de cultura. 
A avaliação da adesão a cupons de aço inoxidável foi realizada pela contagem direta em 
microscópio de epifluorescência. O planejamento experimental foi realizado segundo o 
Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) e a Metodologia de Superfície de 
Resposta (MSR) foi utilizada para se analisar o delineamento experimental. Não houve 
diferença significativa entre os efeitos causados pelos três compostos na viabilidade 
celular em 6 e 18 horas após a adição dos compostos à cultura de D. nigrificans. Todos 
os compostos avaliados foram capazes de inibir o crescimento de D. nigrificans em meio 
Baars anaeróbio a 55 ºC. Os dados de concentração de sulfato residual confirmaram o 
efeito inibitório dos compostos testados também sobre a atividade metabólica dessa 
bactéria. Dentre os compostos avaliados, o biossurfactante ramnolipídeo foi o que 
apresentou maior efeito inibitório na adesão de D. nigrificans a cupons de aço inoxidável, 
quando cultivada em meio Baars a 55 ºC. Ele foi o único composto com efeito 
estatisticamente significativo nos tempos de 24, 48 e 96 horas de tratamento avaliados. 
A Metodologia de Superfície de Resposta revelou que a maior inibição da adesão ocorre 
quando o biossurfactante é adicionado em concentrações de 1,0 a 1,6 vezes o valor da 
sua concentração micelar crítica. Os resultados sugerem o potencial de aplicação do 



 xi

biossurfactante ramnolipídeo no controle da adesão e, eventualmente, da biocorrosão 
causada por D. nigrificans. 
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ABSTRACT 

LEÃO, Bruna Almeida, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, July, 2009. Agents of 
inhibition of the metabolic activity and of the process of adhesion of 
Desulfotomaculum nigrificans in surface of stainless steel. Adviser: Marcos 
Rogério Tótola. Co-advisers: Antônio Galvão do Nascimento and Nélio José de 
Andrade.   

 
   

The sulphate reducing bacteria (SRB) are considered the principal group of 
microorganisms involved in the formation of biofilms and biocorrosion of pipelines. The 
prevention and the control of the growth of that bacterial group have been accomplished 
mainly by the use of biocide or bacteriostatic agents, as well as for the use of metabolic 
inhibitors. In this work the effect of mixtures was evaluated containing the biosurfactant 
rhamnolipid, the inhibitor metabolic molybdate of sodium and the biocide tetrakis 
(hydroxymethyl) phosphonium sulfate (THPS) about the metabolic activity of 
Desulfotomaculum nigrificans as well as about your adhesion to coupons of stainless 
steel AISI 304. The effect of the mixtures about the metabolic activity was evaluated by 
the estimate of viable cells and for the determination of residual sulphate in the medium of 
culture. The evaluation of the adhesion to coupons of stainless steel was accomplished by 
the direct count to the epifluorescence microscope. The experimental planning was 
accomplished according to Central Design Compost Rotational (DCCR) and the 
Methodology of Surface of Answer (MSR) was used to analyze the experimental design. 
There was not significant difference among the effects caused by the three compounds in 
the cellular viability in 6 and 18 hours after the addition of the compounds to the culture of 
D. nigrificans. All the appraised compounds were capable to inhibit the growth of D. 

nigrificans in anaerobic medium Baars to 55 ºC. The data of concentration of residual 
sulphate confirmed the effect of inhibition of the compounds also tested about the 
metabolic activity of that bacterium. Among the appraised compounds, the biosurfactant 
rhamnolipid was what presented larger effect of inhibitation in the adhesion of D. 

nigrificans to coupons of stainless steel, when cultivated in medium Baars to 55 ºC. It was 
the only compounds with effect significant statistics appeared in the times of 24, 48 and 
96 hours of treatment evaluated. The Methodology of Surface of Answer revealed that the 
largest inhibition of the adhesion happens when the biosurfactant is added in 
concentrations from 1,0 to 1,6 times the value of your concentration critical micelar. The 



 xiii

results suggest the potential of application of the biosurfactant rhamnolipid in the control 
of the adhesion and, eventually, of the biocorrosion caused by D. nigrificans.   
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INTRODUÇÃO GERAL 

O processo de extração do petróleo inicia-se com a fase em que ele jorra na 
superfície por pressão natural no interior da jazida, a denominada fase primária. A esta 
segue-se a fase secundária, na qual água é injetada no reservatório para restaurar a 
pressão interna e aumentar a vazão do petróleo. A injeção de água do mar, rica em 
sulfato, pode estimular o crescimento de bactérias redutoras de sulfato, que causam 
sérios prejuízos à indústria petroquímica, decorrentes da formação de biofilmes na 
superfície metálica e conseqüente corrosão de oleodutos e reservatórios de petróleo, 
bem como da diminuição da qualidade do óleo extraído.  

A deterioração de metal devida à atividade microbiana é denominada biocorrosão 
ou corrosão influenciada por microrganismos (CIM), a qual é resultado de interações 
entre a superfície do metal, produtos da corrosão abiótica, células bacterianas e seus 
metabólitos, como ácidos orgânicos e inorgânicos e compostos voláteis, como amônia e 
sulfeto de hidrogênio. Conquanto seja bem reconhecido que ambos os mecanismos, 
químico e microbiológico, contribuem para a corrosão, ainda é difícil precisar a 
contribuição relativa da atividade microbiana na corrosão de oleodutos. No entanto, tem 
sido estimado que 20 a 40 % de toda corrosão interna em oleodutos e tubulações 
utilizados na indústria de gás podem ser atribuídos à corrosão microbiana. Estima-se 
que o custo anual de todas as formas de corrosão na indústria petroquímica é de 
aproximadamente $13,4 bilhões de dólares, sendo a biocorrosão responsável por cerca 
de $2 bilhões. 

Dentre os microrganismos envolvidos na formação de biofilmes e conseqüente 
biocorrosão de oleodutos, as bactérias redutoras de sulfato (BRS) são consideradas o 
principal grupo. As BRS constituem um grupo de microrganismos amplamente 
distribuídos em muitos ambientes anaeróbios. Elas apresentam ampla variação 
morfológica e metabólica e são geralmente reconhecidas como anaeróbias estritas. As 
BRS são capazes de oxidar vários compostos orgânicos utilizando o íon sulfato como 
aceptor de elétrons. A produção de H2S biogênico freqüentemente indica a atividade e a 
presença das bactérias redutoras de sulfato em ambientes naturais, sendo esse 
composto considerado o principal fator na atividade corrosiva desses microrganismos. 
Além disso, esse gás é tóxico à saúde humana.  
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Em decorrência dos inúmeros prejuízos econômicos relacionados à atividade 
metabólica das BRS na indústria petroquímica, muitas pesquisas têm sido direcionadas 
à prevenção e ao controle da corrosão causada por esse grupo de bactérias. O 
tratamento da água de injeção com o biocida sulfato de tetrakis(hidroximetil)fosfônio 
(THPS) é comumente utilizado para controle da produção do H2S biogênico. O THPS é 
um composto iônico solúvel em água, que apresenta ação antimicrobiana rápida e de 
amplo espectro. Ele apresenta fácil manipulação e baixa toxicidade ambiental.  

Outra substância, o íon molibdato (MoO42-), tem sido utilizada como inibidor 
metabólico específico de BRS. O molibdato entra na célula via sistema de transporte de 
sulfato e interfere com a formação do composto adenosina fosfosulfato, o qual é 
indispensável para as reduções dissimilativa e assimilativa de sulfato.  

 Outras substâncias promissoras no controle de biofilmes bacterianos e potencial 
aplicação no controle de bactérias redutoras de sulfato incluem os surfactantes 
biológicos ou biossurfactantes. Surfactantes, de origem biológica ou química, são 
moléculas anfipáticas, constituídas de um grupo hidrofílico e outro hidrofóbico. Eles são 
capazes de agir na interface entre duas fases fluidas com diferentes polaridades, como 
óleo/água ou ar/água, reduzindo a tensão superficial. Essa propriedade confere aos 
surfactantes excelentes propriedades detergentes, emulsificantes, espumantes e 
dispersantes, o que possibilita sua aplicação em vários setores industriais.  

Neste trabalho, foi avaliada a hipótese de que a associação do biossurfactante 
ramnolipídeo, produzido por Pseudomonas aeruginosa,  com molibdato de sódio ou com 
THPS, aumenta a eficácia desses compostos como inibidores da atividade metabólica e 
da adesão da bactéria redutora de sulfato Desulfotomaculum nigrificans em superfície de 
aço inoxidável. 
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CAPÍTULO 1 
REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 
1. 1. EXTRAÇÃO DO PETRÓLEO  

 O processo de extração do petróleo pode ser dividido em três etapas clássicas: 
recuperação primária, recuperação secundária e recuperação terciária (OLLIVIER & 
MAGOT, 2005). 

A recuperação primária do petróleo corresponde à recuperação sustentada pela 
pressão interna do reservatório. Quando o poço é aberto, a pressão inicial do 
reservatório é freqüentemente alta o suficiente para permitir que óleo e gás no 
reservatório fluam espontaneamente para a superfície. Quando a pressão diminui, os 
níveis de produção decaem e a produção primária torna-se ineficiente. Geralmente, 
apenas 10 % do óleo podem ser recuperados por esse método, exigindo que outras 
técnicas sejam utilizadas para aumentar o volume de óleo recuperado. Quando a 
extração de óleo na fase primária declina, são implantadas as técnicas de recuperação 
secundária, as quais se baseiam na injeção de água ou gás para manter a pressão 
interna do reservatório e melhorar a recuperação. Em média, 15 a 60 % do óleo podem 
ser recuperados, dependendo das características do mesmo, das do reservatório e do 
número e posição dos poços (OLLIVIER & MAGOT, 2005). 

 A recuperação do petróleo pode ser ainda aumentada pela adoção das 
tecnologias de recuperação melhorada, que caracterizam a recuperação terciária. 
Destaca-se, nessa etapa, a recuperação do petróleo melhorada por microrganismos 
(MEOR), a qual utiliza microrganismos e, ou seus metabólitos, como biopolímeros, 
ácidos e gases, com a finalidade de aumentar a recuperação do mesmo (SEN, 2008). 
Nos processos de MEOR, biossurfactantes são potencialmente úteis, dada a sua 
capacidade de reduzir a tensão interfacial entre o óleo residual e o fluido de injeção 
(BORDOLOI & KONWAR, 2008). Há três principais estratégias para utilização desses 
compostos em MEOR: (i) injeção do microrganismo produtor de biossurfactante no 
reservatório, com conseqüente multiplicação do microrganismo in situ nas rochas do 
reservatório, (ii) injeção de nutrientes selecionados no reservatório para estimular o 
crescimento de microrganismos indígenas produtores de biossurfactantes e (iii) 
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produção de biossurfactante ex situ e sua subseqüente injeção no reservatório (BANAT, 
1995).  

 

Recuperação Secundária  

 Na fase secundária de recuperação do petróleo, água do mar é freqüentemente 
utilizada para restaurar a pressão interna de reservatórios offshore e aumentar a vazão 
do petróleo (ANTONIO et al., 2000; HUBERT & VOORDOUW, 2007). A injeção de água 
do mar, rica em sulfato, pode ter como efeito indesejável o estímulo do crescimento de 
bactérias redutoras de sulfato (BRS), que causam sérios prejuízos à indústria 
petroquímica, decorrentes da formação de biofilmes na superfície metálica e de sua 
participação na corrosão de oleodutos e reservatórios de óleo (HUBERT et al., 2005; 
GONZÁLEZ et al., 2006), bem como da produção de ácido sulfídrico (H2S) (DAVIDOVA 
et al., 2001). 

Nas operações de recuperação secundária do petróleo, a concentração de sulfato 
introduzida nos reservatórios depende da fonte da água de injeção, a qual é 
especialmente alta (aproximadamente 30 mmol L-1) quando a água do mar é injetada em 
operações offshore. Uma vez que grandes volumes de água do mar são injetados 
(tipicamente 10.000 m3 dia-1, dependendo do reservatório), grandes quantidades de 
sulfeto biogênico podem ser produzidas (acima de 1.100 Kg dia-1) (HUBERT & 
VOORDOUW, 2007). Apesar de também ser produzido quimicamente pela dissolução 
dos sulfetos metálicos da rocha nos reservatórios, a maior parte do H2S produzido em 
oleodutos origina-se da atividade metabólica de bactérias redutoras de sulfato (MOUGIN 
et al., 2007).  

A produção de H2S biogênico freqüentemente indica a atividade e a presença das 
bactérias redutoras de sulfato em ambientes naturais (DOLLA et al., 2006), sendo esse 
composto considerado o principal fator na atividade corrosiva desses microrganismos. A 
corrosão do aço nos tanques de armazenamento e o azedamento do óleo são os 
principais prejuízos decorrentes do aumento da concentração de H2S na indústria 
petroquímica (ANTONIO et al., 2000). Além disso, esse gás é tóxico ao homem 
(LAMBERT et al., 2006). Além de contribuir para a ocorrência de corrosão, os biofilmes 
causam diminuição do fluxo de óleo nos dutos, elevando com isso os gastos de energia 
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para bombeamento e o desgaste de equipamentos (NEMATI et al., 2001; REMPEL et 

al., 2006).  
 
1.2. BACTÉRIAS REDUTORAS DE SULFATO  

 As BRS constituem um grupo de microrganismos amplamente distribuídos em 
muitos ambientes anaeróbios, onde elas utilizam o sulfato como aceptor final de elétrons 
para a degradação de compostos orgânicos, resultando na produção de sulfeto. Elas 
apresentam ampla variação morfológica e metabólica (DOLLA et al., 2006) e são 
geralmente reconhecidas como anaeróbias estritas, apesar de algumas espécies 
apresentarem significativa tolerância ao oxigênio (KJELDSEN et al., 2004; KJELDSEN et 

al., 2005).  

Bactérias redutoras de sulfato são capazes de oxidar vários compostos orgânicos 
de baixo peso molecular, incluindo ácidos alifáticos mono e dicarboxílicos, álcoois, 
hidrocarbonetos e compostos aromáticos (DOLLA et al., 2006), utilizando o íon sulfato 
ou outros compostos de enxofre (tiosulfato, sulfito e So) como aceptores de elétrons 
(FANG et al., 2002; PALLUD & VAN CAPPELLEN, 2006). Acetato, lactato, piruvato e 
etanol estão entre os substratos mais utilizados pelas BRS (PALLUD & VAN 
CAPPELLEN, 2006).  

BRS constituem um grupo de bactérias fisiologicamente complexo e várias 
propriedades têm sido usadas em esquemas de classificação tradicionais, dentre as 
quais citam-se o formato da célula, motilidade, formação de esporos, conteúdo GC do 
DNA e temperatura ótima de crescimento. Para classificação dentro de um gênero, 
diferentes doadores de elétrons são testados (GIBSON, 1990; CASTRO et al., 2000). 
Entretanto, a maioria das informações sobre a diversidade de BRS em ambientes 
naturais tem sido obtida pela utilização de genes marcadores. O gene mais comumente 
usado é o que codifica RNA 16S ribossomal (rRNA) (LEU et al., 1998; SCHEID & 
STUBNER, 2001). 

Com base em análises comparativas de seqüências do 16S RNA, BRS 
conhecidas são agrupadas em sete grupos filogenéticos: cinco no domínio Bacteria e 
dois no domínio Archaea. A maioria das BRS pertence a aproximadamente 23 gêneros 
dentro do grupo Deltaproteobacteria. Outro grupo represenativo é o das BRS gram-
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positivas que se incluem no grupo Clostridia (Desulfotomaculum, Desulfosporosinus e 
Desulfosporomusa). Três grupos filogenéticos - Nitrospirae (gênero 
Thermodesulfovibrio), Thermodesulfobacteria (gênero Thermodesulfobacterium) e 
Thermodesulfobiaceae (gênero Thermodesulfobium) - contêm apenas redutores de 
sulfato termófílos. No domínio Archaea, estão os gêneros Archaeoglobus, no 
Euriarqueota, e Thermocladium e Caldivirga, no Crenarqueota (MUYZER & STAMS, 
2008).  

O Gênero Desulfotomaculum 

O prefixo Desulfo, em latim, indica a redução de compostos de enxofre por essas 
bactérias, e tomaculum indica a forma semelhante a “lingüiça”. São bactérias anaeróbias 
estritas, em forma de bastonetes retos ou recurvados, geralmente únicos, embora 
possam ser encontrados algumas vezes formando cadeias. São capazes de formar 
esporos ovais ou esféricos em posição central, terminal ou subterminal. A maioria 
apresenta motilidade, com flagelos geralmente peritríqueos (CAMPBELL & POSTGATE, 
1965). Bactérias desse gênero freqüentemente apresentam reação de Gram negativa; 
no entanto, micrografias eletrônicas de transmissão revelam organização da parede 
celular típica de bactérias gram-positivas (ROSNES et al., 1991; TARDY-JACQUENOD 
et al., 1998). 

O gênero Desulfotomaculum contém várias espécies de termófilos moderados, 
com temperatura ótima de crescimento entre 54 e 65 ºC. O primeiro isolado desse 
gênero foi descrito como Clostridium nigrificans (WERKMAN & WEAVER, 1927, citados 
por WIDDEL, 1992), depois como Sporovibrio desulfuricans (STARKEY, 1938, citados 
por WIDDEL, 1992) e finalmente foi nomeado Desulfotomaculum nigrificans (CAMPBELL 
& POSTGATE, 1965). Subseqüentemente, outros termófilos moderados e alguns 
mesófilos pertencentes ao gênero foram isolados. 

Diferentes espécies do gênero Desulfotomaculum exibem grande versatilidade 
nutricional, utilizando ácidos graxos, hexoses, ácidos alifáticos mono e dicarboxílicos e 
aminoácidos como fontes de carbono e de energia durante a redução dissimilativa do 
sulfato (CAMPBELL & POSTGATE, 1965). Dependendo da espécie, substratos 
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orgânicos são oxidados incompletamente a acetato ou completamente a CO2 (CASTRO 
et al., 2000). 

Os redutores de sulfato formadores de esporos são encontrados essencialmente 
nos mesmos habitats que os tipos não-formadores de esporos, como solo (STUBNER & 
MEUSER, 2000), regiões geotermais (KAKSONEN et al., 2006), rúmen (PADO & 
PAWŁOWSKA-ĆWIĘK, 2005), água e solo contaminados com óleo (TARDY-
JACQUENOD et al., 1998, LIU et al., 2008), entre outros. No entanto, dada a sua 
capacidade de formar endosporos, esses microrganismos são adaptados a 
sobreviverem a condições óxicas e a ressecamento por meses ou anos, bem como em 
ambientes com mudanças regulares nas condições redox, tais como solos de cultivo de 
arroz, os quais drenam entre os períodos de cultivo (STUBNER & MEUSER, 2000). 

 

Redução Dissimilativa do Sulfato 

O enxofre apresenta vários estados de oxidação, de -2 (completamente reduzido) 
a +6 (completamente oxidado) (MUYZER & STAMS, 2008). Em seu maior estado de 
oxidação, o enxofre existe na forma do íon sulfato (SO42-), o qual é reduzido a sulfeto(S2-

) pela maioria das bactérias, fungos e plantas antes de ser incorporado nos aminoácidos. 
Esse processo é denominado redução assimilativa de sulfato (GIBSON, 1990). Em 
contrapartida, a capacidade de utilizar o sulfato como aceptor final de elétrons constitui 
um processo de redução restrito às BRS. Na redução assimilativa de sulfato, o H2S 
formado é imediatamente convertido a enxofre orgânico, enquanto na redução 
dissimilativa, o H2S é excretado (MADIGAN et al., 2002).  

 A redução do sulfato a H2S ocorre por meio de algumas etapas envolvendo a 
transferência de oito elétrons. A etapa inicial é a ativação do sulfato, uma vez que ele é 
um íon estável, não podendo ser reduzido antes da sua ativação (OLLIVIER & MAGOT, 
2005). A ativação do sulfato ocorre por intermédio da enzima ATP sulfurilase, que 
catalisa a ligação de um íon sulfato a um fosfato do ATP, levando à formação de 
adenosina fosfosulfato (AFS) (Figura 1.1a). Na redução dissimilativa, o sulfato do AFS é 
diretamente reduzido a sulfito (SO32-) pela enzima AFS redutase, com a liberação de 
adenosina monofosfato (AMP).  Na redução assimilativa, outro fosfato é adicionado à 
AFS, formando fosfoadenosina fosfosulfato (FAFS) (Figura 1.1a). Somente a partir desse 
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momento o sulfato pode ser reduzido. Em ambas as reduções, dissimilativa e 
assimilativa, o primeiro produto da redução do sulfato é o sulfito.  Uma vez que o sulfito é 
formado, a enzima sulfito redutase catalisa sua conversão em sulfeto (Figura 1.1b) 
(MADIGAN et al., 2002). 
 

 

Figura 1.1. Bioquímica da redução de sulfato. (a) Duas formas de sulfato ativo podem 
ser produzidas, adenosina 5’-fosfosulfato (AFS) e fosfoadenosina 5’-fosfosulfato (FAFS). 
(b) Esquemas das reduções assimilativa e dissimilativa de sulfato. Fonte: MADIGAN et 

al., (2002). 

1.3. INIBIDORES DAS BACTÉRIAS REDUTORAS DE SULFATO 

Em decorrência dos numerosos prejuízos econômicos relacionados com a 
atividade metabólica das BRS na indústria petroquímica, muitas pesquisas têm sido 
direcionadas à prevenção e ao controle da corrosão causada por esse grupo de 
bactérias. Estratégias para o controle da atividade metabólica de BRS e conseqüente 
inibição da produção de H2S biogênico incluem a suplementação da água de injeção 
com inibidores metabólicos, tais como molibdato e nitrito, e aplicação de agentes 
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biocidas, como glutaraldeído e sulfato de tetrakis(hidroximetil)fosfônio (TANG et al., 
2009). 

O tratamento da água de injeção com o biocida sulfato de 
tetrakis(hidroximetil)fosfônio (THPS) é comumente utilizado para controle da produção do 
H2S biogênico (NEMATI et al., 2001; GREENE et al., 2006). O THPS é um composto 
iônico solúvel em água, com ação antimicrobiana rápida e eficaz contra bactérias, fungos 
e algas. Ele apresenta fácil manipulação e baixa toxicidade ambiental (VIDELA, 2002). 
Além disso, é capaz de dissolver sulfetos de ferro na indústria petroquímica (LARSEN et 

al., 2000). O THPS tem sido efetivo nas avaliações para inibir o crescimento de BRS em 
fase planctônica e aderida, em concentrações de 25 µL L-1 a 250 µL L-1  (COOPER et al., 
1998; PENNA et al., 2001). Formulações contendo THPS e outros biocidas ou inibidores 
metabólicos de BRS também têm sido avaliadas (GREENE et al., 2006). COOPER et al., 
(1998) verificaram que a atividade biocida do THPS é aumentada pela associação com 
surfactantes. 

Outras substâncias, como nitrato, nitrito e molibdato, têm sido utilizadas como 
inibidores metabólicos de BRS (ISA & ANDERSON,  2005; KJELLERUP et al., 2005; 
REMPEL et al., 2006).  

Vários mecanismos podem contribuir para conter o processo de formação do H2S 
biogênico pela adição de nitrato ou nitrito. Um desses mecanismos é a competição entre 
BRS e bactérias heterotróficas redutoras de nitrito ou nitrato por doadores de elétrons 
comuns. Isso pode resultar na exclusão competitiva das BRS (DAVIDOVA et al., 2001). 
Uma vez que a produção biológica de sulfeto de hidrogênio ocorre apenas em potencial 
redox baixo (abaixo de -100 mV), o crescimento de BRS pode ser inibido pelo aumento 
do potencial redox, o que pode ser promovido pela presença dos intermediários da 
redução do nitrato, como óxido nitroso e óxido nítrico (GREENE et al., 2003). Algumas 
BRS podem ainda alterar o metabolismo energético, reduzindo nitrato em vez de sulfato 
(HUBERT et al., 2005). Em outro mecanismo, bactérias oxidantes de sulfeto e redutoras 
de nitrato ou nitrito (BOS-RN) usam o nitrato ou o nitrito para reoxidar o sulfeto produzido 
a Sº e sulfato, criando um ciclo de enxofre envolvendo BOS-RN e BRS que resulta na 
remoção de sulfeto (HUBERT et al., 2003). Por fim, o nitrito inibe a redução de sulfito a 
sulfeto pela enzima dissimilatória redutase do sulfito, a qual realiza a etapa enzimática 
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final na via de redução do sulfato pelas BRS. Entretanto, muitas BRS possuem uma 
redutase do nitrito que previne essa inibição (GREENE et al., 2003).  

Apesar de algumas pesquisas defenderem o uso de nitrato e, ou nitrito como uma 
alternativa de controle das BRS na indústria de petróleo (DAVIDOVA et al., 2001; 
KJELLERUP et al., 2005), outros pesquisadores têm recentemente criticado o uso 
desses inibidores metabólicos. O alvo da crítica está no fato de que a utilização de tais 
compostos tem sido associada ao aumento no risco de corrosão metálica (NEMATI et al., 
2001; HUBERT et al., 2005; REMPEL et al., 2006). O aumento da taxa de corrosão e a 
presença de “pits” nas superfícies metálicas têm sido explicados pela formação de 
formas agressivas de enxofre, tais como polisulfeto, Sº(aq) e tiosulfato por meio da 
oxidação simultânea do sulfeto e redução do nitrato por BOS-RN (NEMATI et al., 2001).  

Outro inibidor metabólico específico de BRS é o íon molibdato (MoO42-), um 
análogo que inibe a redução do íon sulfato. O molibdato entra na célula por um sistema 
de transporte de sulfato e interfere com a formação de adenosina fosfosulfato, a forma 
ativa de sulfato na célula durante as reduções assimilativa e dissimilativa de sulfato. A 
presença de molibdato leva à formação de adenosina fosfomolibdato na célula, em vez 
de adenosina fosfosulfato (PATIDAR & TARE, 2005; GREENE et al., 2006), o que 
provoca escassez de compostos de enxofre reduzido necessários ao crescimento 
bacteriano. Além disso, adenosina fosfomolibdato é instável e hidrolisa espontaneamente 
a AMP e molibdato, esgotando as reservas de ATP na célula (GREENE et al., 2006). 
Alguns estudos têm demonstrado o uso de molibdato em doses que variam de 0,1 mmol 
L-1 a 4 mmol L-1 para inibir a atividade metabólica de BRS (PATIDAR & TARE, 2005; 
QUEIROZ et al., 2005; ISA & ANDERSON, 2005). 

 
Surfactantes 

Outras substâncias promissoras no controle de biofilmes bacterianos e potencial 
aplicação no controle de bactérias redutoras de sulfato incluem os surfactantes 
biológicos ou biossurfactantes. Surfactantes, de origem biológica ou química, são 
moléculas anfipáticas que podem reduzir a tensão interfacial e superficial por se 
acumularem na interface de fluidos imiscíveis e formarem estruturas agregadas, tais 
como as micelas (VAN HAMME et al., 2006)  
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Os surfactantes são constituídos de um grupo hidrofílico e outro hidrofóbico. O 
grupo apolar é freqüentemente hidrocarbônico. Já a parte polar apresenta muitas 
variações, o que leva à classificação dos surfactantes em aniônicos, catiônicos, não-
iônicos ou zwiteriônicos (BANAT et al., 2000). Os surfactantes produzidos por certas 
bactérias, fungos e leveduras são moléculas complexas e compreendem diferentes 
estruturas que incluem peptídeos, glicolipídeos, glicopepitídeos, ácidos graxos e 
fosfolipídeos (Tabela 1.1) (DESAI & BANAT, 1997). 

Tabela 1.1. Classes de alguns biossurfactantes e respectivos microrganismos produtores 

Microrganismo Tipo de surfactante 

Pseudomonas aeruginosa Glicolipídeo (ramnolipídeo) 

Candida bombicola  Glicolipídeo (soforolipídeo) 

Bacillus subtilis  Lipopeptídeo (surfactina, iturina e fengicina) 

Acinetobacter calcoaceticus  Surfactante polimérico (lipoheteropolissacarídeo) 

Corynebacterium lepus  Fosfolipídeo 

Adaptada de MUTHUSAMY et al. (2008). 

Os surfactantes são capazes de agir na interface entre duas fases fluidas com 
diferentes polaridades, como óleo/água ou ar/água. Essa propriedade permite a tais 
moléculas reduzirem as tensões interfaciais e, em misturas óleo/água, formar emulsões, 
tornando as moléculas hidrofóbicas mais solúveis no meio aquoso. Além disso, confere 
aos surfactantes excelentes propriedades detergentes, emulsificantes e dispersantes 
(DESAI & BANAT, 1997; VAN HAMME et al., 2006), o que possibilita sua aplicação em 
vários setores industriais como biorremediação de poluentes no solo, recuperação do 
óleo na industria petroquímica e como agentes antimicrobianos (BANAT, 1995; 
KOSARIC, 2001; SINGH & CAMEOTRA, 2004; MULLIGAN, 2005).  

A concentração relativa de um biossurfactante no meio de cultura pode ser 
expressa em termos de diluição micelar crítica (DMC), fator pelo qual a concentração 
efetiva excede a concentração micelar crítica (CMC), ou seja, a concentração acima da 
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qual o surfactante começa a se agregar em micelas e não mais se observa uma redução 
adicional da tensão superficial (Figura 1.2). A CMC é conceituada, portanto, como a 
concentração do surfactante necessária para iniciar a formação de micelas (MULLIGAN, 
2005). Surfactantes eficientes apresentam uma baixa CMC, ou seja, menor concentração 
do surfactante é necessária para se iniciar a formação de micelas. 

Um biossurfactante eficaz pode reduzir a tensão superficial da água (72 mN m-1 a 
25 ºC) para valores abaixo de 40 mN m-1, quando encontra-se em concentração acima da 
CMC. Por exemplo, o ramnolipídeo, um glicolipídeo produzido por linhagens de 
Pseudomonas aeruginosa, é caracterizado por propiciar a redução da tensão superficial 
para valores entre 25 e 30 mN m-1  (DESAI & BANAT, 1997).  

 

 

Figura 1.2. Diagrama esquemático da variação da tensão superficial e solubilidade em 
função da concentração de surfactante (CMC representa a concentração micelar crítica) 
Adaptada de MULLIGAN (2005). 

A maioria dos biossurfactantes conhecidos está compreendida na classe dos 
glicolipídeos. Eles são carboidratos ligados por um grupo éter ou éster a ácidos alifáticos 
de cadeia longa ou a ácidos hidroxialifáticos (PORNSUNTHORNTAWEE et al., 2008). 

Ramnolipídeos são glicolipídeos produzidos durante a fase estacionária do 
crescimento de Pseudomonas aeruginosa. Esses compostos apresentam em sua 
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estrutura uma ou duas moléculas de ramnose ligadas a uma ou duas moléculas de ácido 
β-hidroxidecanóico (MUTHUSAMY et al., 2008).  

As duas principais moléculas de ramnolipídeos produzidas por P. aeruginosa são 
ramnosil-β-hidroxidecanoil-β-hidroxidecanoato (mono-ramnolipídeo) (Figura 1.3a) e 
ramnosil-ramnosil- β-hidroxidecanoil- β-hidroxidecanoato (di-ramnolipídeo) (Figura 1.3b). 
A síntese desses compostos envolve reações de transferência seqüencial de grupos 
ramnosil, cada uma catalisada por uma ramnosiltransferase específica. 
Monoramnolipídeos são sintetizados pela ação da ramnotransferase 1 (Rt 1), com a 
desoxi-timidina-difosfo-L-ramnose  agindo como doador de ramnosil e β-hidroxil-
decanoil-β-hidroxidecanoato agindo como receptor. Já os di-ramnolipídeos são 
sintetizados pela ramnosiltransferase 2 (Rt 2) a partir de desoxi-timidina-difosfo-L-
ramnose  agindo como doador e mono-ramnolipídeos como receptores (BURGER et al., 
1966). A expressão dos genes envolvidos com a produção de mono e di-ramnolipídeos é 
coordenadamente regulada em nível transcricional, envolvendo pelo menos dois 
sistemas quorum sensing (MAIER & CHÁVEZ, 2000). 

 

 

 

 

Figura 1.3. Estrutura das moléculas de monoramnolipídeo (a) e diramnolipídeo (b) 
produzidas por P. aeruginosa (MULLIGAN, 2005). 

a) 

b) 
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P. aeruginosa é capaz de usar diferentes fontes de carbono para produzir 
ramnolipídeos, como glicose, glicerol, óleos vegetais, hidrocarbonetos, entre outros 
(PRIETO et al., 2008; PORNSUNTHORNTAWEE et al., 2008; LOTFABAD et al., 2009), 
sendo a composição e quantidades produzidas dependentes da linhagem bacteriana, do 
requerimento nutricional do meio, do pH, do substrato e da temperatura.  

Ramnolipídeos produzidos por P. aeruginosa são capazes de reduzir a tensão 
superficial da água de 72 mN m-1 para 30 mN m-1, com uma concentração micelar crítica 
de 5 a 200 mg L-1, dependendo dos componentes da mistura. Esses tipos de 
biossurfactantes têm sido extensivamente utilizados em pesquisas direcionadas à 
biorremediação de solos e águas contaminados com hidrocarbonetos de petróleo 
(CAMEOTRA & SINGH, 2008; WANGH et al., 2008), remoção de metais pesados do 
solo (WHANG & MULLIGAN, 2009), aumento da recuperação de petróleo (BORDOLOI & 
KONWAR, 2008), como agentes antimicrobianos (IRIE et al., 2005), entre outros. 

1.4. BIOFILMES 

Biofilmes são conceituados como comunidades de microrganismos sésseis, 
sendo caracterizados pela presença de células que estão ligadas a um substrato ou 
interface, ou ainda entre si, envoltas por uma matriz de substâncias poliméricas 
extracelulares e que exibem um fenótipo diferente das células planctônicas em relação à 
taxa de crescimento, metabolismo e transcrição gênica (DONLAN & COSTERTON, 
2002).  

Os biofilmes podem ser compostos de uma única espécie ou de uma comunidade 
contendo múltiplas espécies de algas, fungos, bactérias e protozoários (SINGH et al., 
2006) e podem formar um vasto arranjo em superfícies bióticas e abióticas (DAVEY & 
O’TOOLE, 2000). A espessura de um biofilme pode variar entre uma única camada de 
células a uma numerosa comunidade de células em uma compacta matriz polimérica 
(SHIRTLIFF et al., 2002). A placa dentária, por exemplo, pode conter mais de 500 
espécies diferentes de bactérias, algumas ligadas à superfície do dente, enquanto outras 
estão ligadas às células vizinhas, através de interações moleculares específicas, por 
meio de adesinas e de seus receptores correspondentes. Esse biofilme pode atingir 40 a 
65 µm de espessura (KOLENBRANDER et al., 2002). 
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 Observações microscópicas diretas e técnicas de recuperação quantitativa 
mostram que mais de 99 % das bactérias crescem formando biofilmes em uma grande 
variedade de superfícies (DONLAN & COSTERTON, 2002). A preferência por esse tipo 
de crescimento é explicada por algumas vantagens apresentadas pelas células aderidas 
em relação às células planctônicas. Dentre elas, destaca-se que a estrutura do biofilme e 
a fisiologia das células nele presentes conferem um aumento da resistência das células 
a agentes antimicrobianos, como antibióticos e desinfetantes (DONLAN & COSTERTON, 
2002), além de conferir resistência às defesas do hospedeiro (SHIRTLIFF et al., 2002; 
STOODLEY et al., 2004), a limitações de nutrientes e a variações no pH do ambiente 
circundante (JEFFERSON, 2004; LATASA et al., 2006). Os mecanismos responsáveis 
por essa resistência podem ser um ou mais dos seguintes fatores: dificuldade de 
penetração do agente anti-microbiano na matriz do biofilme; taxa de crescimento 
alterada dos microrganismos no biofilme; outras mudanças fisiológicas atribuídas ao 
modo de crescimento do biofilme (DONLAN & COSTERTON, 2002). A invulnerabilidade 
dos biofilmes não é completamente compreendida, mas é dependente da 
heterogeneidade fisiológica das células presentes (JEFFERSON, 2004).  

Formação e Regulação de Biofilmes 

Assim como outros processos de desenvolvimento, a construção de um biofilme 
requer uma série de etapas discretas e bem reguladas. Enquanto os exatos mecanismos 
moleculares podem diferir de um organismo a outro, os estádios de desenvolvimento do 
biofilme parecem ser conservados na maioria dos microrganismos. Esses estádios 
incluem a adsorção das células à superfície, o crescimento e agregação das células em 
microcolônias e a maturação e manutenção da arquitetura do biofilme (O’TOOLE, 2003). 

Dada a ubiqüidade e considerável importância dos biofilmes na vida humana, 
muitos processos têm sido desenvolvidos para o estudo e elucidação dos mecanismos 
que direcionam a formação dessas estruturas microbianas. Nas últimas décadas, o 
aperfeiçoamento de técnicas de observação microscópica tem permitido distinguir o 
processo de formação do biofilme em cinco principais estádios (Figura 1.4).  
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Figura 1.4. Esquema do desenvolvimento de biofilme como um processo de 5 estádios. 
Estádio 1. Adsorção inicial de células à superfície. Estádio 2: Produção de 
polissacarídeos extracelulares (EPS). Estádio 3: Desenvolvimento inicial da estrutura do 
biofilme. Estádio 4: Maturação da estrutura do biofilme. Estádio 5: Dispersão de células a 
partir do biofilme. Adaptada de STOODLEY et al., (2002). 

A etapa inicial de formação de um biofilme é caracterizada pela interação de 
células com a superfície ou interface, bem como com outras células. A adsorção inicial 
das células planctônicas a uma superfície sólida pode ser feita pela corrente do fluido ou 
pela motilidade da célula, etapa em que é necessário que as forças repulsivas entre a 
célula e a superfície sejam superadas. A etapa seguinte é a transição da adsorção 
reversível para a irreversível, a qual envolve a produção de polímeros extracelulares 
pela bactéria e/ou de adesinas específicas localizadas no pili e fimbrias, as quais 
interagem com a superfície (VAN HOUDT & MICHIELS, 2005). 

 Uma vez que essas células se agregam na superfície, o biofilme inicia o 
processo de desenvolvimento pela produção de uma matriz extracelular, a qual contribui 
grandemente para a estrutura final da comunidade. Diferenças na estrutura do biofilme 
podem resultar de pequenas mudanças nas condições ambientais e parecem ser reflexo 
das diferenças na composição da matriz extracelular (BRANDA et al., 2005). A 
composição da matriz extracelular é complexa e variável entre diferentes espécies de 
bactérias e dentro da mesma espécie sob diferentes condições ambientais. No entanto, 
exopolissacarídeos e proteínas são constantemente descritos como componentes 
essenciais da matriz, provendo a estrutura na qual as células são inseridas (LASA & 
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PENADÉS, 2006). Proteínas de superfície estão ainda regularmente presentes no 
biofilme, mas sua presença tem sido relacionada principalmente à adsorção inicial da 
célula microbiana (LASA & PENADÉS, 2006).  

No estádio 4 inicia-se o desenvolvimento de microcolônias no biofilme maduro. 
Durante esse estádio, substâncias poliméricas extracelulares que servem como uma 
matriz adesiva e captam nutrientes a partir do ambiente ainda são produzidas. 
Arquiteturas complexas semelhante a estruturas em forma de pedestais, canais de água 
e poros são formados, nos quais a bactéria desenvolve modos específicos de 
crescimento, com fisiologia e metabolismo distintos do observado em células 
planctônicas. Por fim, ocorre a dispersão de células (individuais ou em grupos) a partir 
do biofilme para o ambiente circundante e retorno ao estado planctônico (VAN HOUDT & 
MICHIELS, 2005).   

Vários fatores ambientais regulam a formação do biofilme, tais como as variações 
no pH, disponibilidade de nutrientes e oxigênio e concentração de metabólitos, os quais 
causam diferenças no biofilme formado (SINGH et al., 2006). 

O desenvolvimento do biofilme e liberação das células pode ser regulado pela 
expressão de genes dependente da densidade populacional controlado por moléculas 
sinalizadoras célula-célula. Quorum sensing é o termo usado para descrever os sistemas 
de sinalização célula a célula. Ele é definido como a regulação da expressão de genes 
em resposta à acumulação local de bactérias (SPOERING & GILMORE, 2006). Como 
resultado do quorum sensing, uma população de organismos unicelulares pode 
coordenar a produção de fatores de virulência para defesa mútua, ou de fatores de 
colonização para interação simbiótica com o hospedeiro, usando pequenas moléculas 
sinalizadoras que se acumulam no meio durante o crescimento da célula (PARSEK & 
GREENBERG, 2000). As moléculas sinalizadoras de baixo peso molecular liberadas são 
freqüentemente chamadas de auto-indutores ou quormon, cuja concentração celular 
está relacionada com a densidade populacional do organismo produtor (DANIELS et al., 
2004).  

Bactérias gram-negativas e gram-positivas usam diferentes moléculas 
sinalizadoras para “sentir” sua densidade populacional. A maioria das bactérias gram-
negativas utiliza um sistema de sinalização baseado em acil homoserina lactonas 
(AHSL), enquanto que a maioria das gram-positivas utiliza peptídeos (PARSEK & 
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FUQUA, 2004). À medida que a população microbiana aumenta, aumenta a 
concentração das moléculas sinalizadoras no meio externo e, conseqüentemente, no 
interior da célula. As células possuem mecanismos moleculares para responder a essa 
mudança de concentração, permitindo que toda população inicie uma ação conjunta 
quando uma concentração crítica, correspondente a uma densidade populacional 
particular, tenha sido estabelecida (DANIELS et al., 2004). 

O quorum sensing regula mudanças no biofilme maduro por controlar a formação 
de canais e estruturas em forma de pilares, que garantem a liberação de nutrientes para 
as células (SINGH et al., 2006). A observação de que mutantes de P. Aeruginosa 
incapazes de sintetizar AHSL (mutantes lasI) formam biofilmes com arquitetura 
radicalmente alterada, demonstrou que essas moléculas regulam a formação da 
estrutura do biofilme desse microrganismo (DAVIES et al., 1998). Os mutantes lasI não 
resistiram ao tratamento com 0,2 % de dodecil sulfato de sódio (SDS), diferentemente do 
observado com a linhagem selvagem. A arquitetura típica do biofilme foi restaurada pela 
adição de AHSL exógena, sugerindo que a comunicação célula-célula é essencial para 
essa bactéria estabelecer uma comunidade melhor ordenada sobre a superfície. 

Poucas pesquisas têm sido realizadas para o estudo dos mecanismos 
responsáveis pela formação de biofilmes e dos processos de biocorrosão por bactérias 
redutoras de sulfato termófilas formadoras de esporos. A maioria delas está focada em 
bactérias mesófilas gram-negativas, não-formadoras de esporos, especialmente as do 
gênero Desulfovibrio (ILHAN-SUNGUR et al., 2006; MIRANDA et al., 2006; SHENG et al., 
2007), relativamente o grupo mais abundante entre as BRS associadas a biofilmes em 
oleodutos (GONZÁLEZ, et al., 2006). BRS do gênero Desulfotomaculum também têm 
sido isoladas em indústrias petroquímicas com sérios problemas de corrosão (CETIN & 
AKSU, 2009) e estudos utilizando esse gênero priorizam a morfologia e o potencial da 
corrosão causada por essas bactérias (SANCHEZ et al., 2001; LIU et al., 2008). Além 
disso, a taxa de corrosão causada por BRS do gênero Desulfotomaculum parece ser 
maior do que a causada por BRS do gênero Desulfovibrio (KUMAR et al., 1999). 

Dada a grande preocupação com a presença de BRS na indústria petroquímica, o 
presente trabalho focaliza a utilização de misturas contendo o biossurfactante 
ramnolipídeo, o biocida THPS e o inibidor metabólico molibdato de sódio para inibir a 
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atividade metabólica da BRS Desulfotomaculum nigrificans, bem como sua adesão em 
superfície de aço inoxidável AISI 304. 
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CAPÍTULO 2 
EFEITO DO  BIOSSURFACTANTE RAMNOLIPÍDEO, DO BIOCIDA THPS 

E DO INIBIDOR METABÓLICO MOLIBDATO DE SÓDIO SOBRE A ATIVIDADE 
METABÓLICA DE Desulfotomaculum nigrificans 

2.1. INTRODUÇÃO 

O processo de extração do petróleo inicia-se com a fase em que ele jorra na 
superfície por pressão natural no interior da jazida, a denominada fase primária. A esta, 
segue-se a fase secundária, na qual água é injetada no reservatório para restaurar a 
pressão interna e aumentar a vazão do petróleo (HUBERT & VOORDOUW, 2007). A 
injeção de água do mar, rica em sulfato, pode estimular o crescimento de bactérias 
redutoras de sulfato, que causam prejuízos à indústria petroquímica, decorrentes da 
formação de biofilmes na superfície metálica e conseqüente corrosão de oleodutos e 
tanques-reservatório de petróleo, bem como da diminuição da qualidade do óleo extraído 
pela produção de sulfeto de hidrogênio (H2S) (NEMATI et al., 2001; GONZÁLEZ et al., 
2006). 

As BRS constituem um grupo de microrganismos que apresentam ampla variação 
morfológica e metabólica e são geralmente reconhecidas como anaeróbias estritas. Elas 
são capazes de oxidar vários compostos orgânicos de baixo peso molecular, incluindo 
ácidos alifáticos mono e dicarboxílicos, álcoois, hidrocarbonetos e compostos 
aromáticos, utilizando o íon sulfato como aceptor de elétrons (FANG et al., 2002; 
PALLUD & VAN CAPPELLEN, 2006).  

A produção de H2S biogênico freqüentemente indica a atividade e a presença das 
bactérias redutoras de sulfato em ambientes naturais, sendo esse composto considerado 
o principal fator na atividade corrosiva desses microrganismos. A corrosão do aço nos 
tanques de armazenamento e o azedamento do óleo são os principais prejuízos 
decorrentes do aumento da concentração de H2S na indústria petroquímica (ANTONIO 
et al., 2000). Além disso, esse gás é tóxico ao homem (LAMBERT et al., 2006). 

Em decorrência dos numerosos prejuízos econômicos relacionados com a 
atividade metabólica de BRS na indústria petroquímica, muitas pesquisas têm sido 
direcionadas à prevenção e ao controle do crescimento dessas bactérias. Os 
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tratamentos químicos aplicados para esse fim envolvem principalmente o uso de 
agentes biocidas e inibidores metabólicos (GUIAMET & SARAVIA, 2005).  

Dentre os agentes biocidas empregados na água de injeção para conter a 
atividade das BRS, destaca-se o sulfato de tetrakis(hidroximetil)fosfônio (THPS) 
(NEMATI et al., 2001; GREENE et al., 2006), um  composto iônico solúvel em água e de 
amplo espectro.  

O inibidor metabólico específico de BRS também utilizado com o mesmo 
propósito é o íon molibdato (MoO42-), um análogo que inibe a redução do sulfato. O 
molibdato entra na célula pelo sistema de transporte de sulfato e interfere com a 
formação de adenosina fosfosulfato, intermediário essencial nas reações de redução de 
sulfato (PATIDAR & TARE, 2005; GREENE et al., 2006). 

Outras substâncias promissoras no controle da atividade metabólica de BRS 
incluem os surfactantes biológicos ou biossurfactantes. Trabalhos com esses compostos 
têm demonstrado seu potencial como agentes antimicrobianos (CAMEOTRA & 
MAKKAR, 2004), bem como no controle da formação de biofilmes bacterianos (DAVEY 
et al., 2003; SCHOOLING et al., 2004).  

Este trabalho teve como objetivo avaliar a eficácia de misturas contendo THPS, 
molibdato de sódio e o biossurfactante ramnolipídeo, no controle da atividade metabólica 
da bactéria redutora de sulfato Desulfotomaculum nigrificans. 
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2.2. MATERIAL E MÉTODOS 

 Este trabalho foi realizado no Laboratório de Biotecnologia e Biodiversidade para 
o Meio Ambiente (LBBMA) do Departamento de Microbiologia, localizado no Instituto de 
Biotecnologia Aplicada à Agropecuária (BIOAGRO) e no Laboratório de Microbiologia de 
Anaeróbios (LMA), localizado no Edifício Chotaro Shimoya, da Universidade Federal de 
Viçosa, Viçosa, Minas Gerais. 

2.2.1. Microrganismo 

 A bactéria redutora de sulfato D. nigrificans DSM 574, foi fornecida pela 
Fundação André Tosello, Coleção de Culturas Tropical (CCT 902), Campinas-SP. Esse 
isolado foi cultivado em meio Baars modificado (meio ATCC 1249), contendo (g L-1): 
MgSO4  2,0; citrato de sódio 5,0; CaSO4 1,0; NH4Cl 1,0; K2HPO4  0,5; extrato de levedura 
1,0; lactato de sódio 3,5;  Fe(NH4)2(SO4)2 0,004. 

2.2.2. Condições de Cultivo 

 O meio Baars anaeróbio foi obtido por meio de fervura durante 20 minutos, 
seguida por borbulhamento de gás nitrogênio durante 15 minutos. Sob constante injeção 
de N2, ele foi distribuído em frascos de penicilina com capacidade para 100 mL, nos 
quais também ocorria borbulhamento de N2. Em seguida, os frascos foram lacrados com 
anel de alumínio e esterilizados em autoclave durante 20 minutos a 121 ºC. Após 
resfriamento, o meio Baars foi suplementado com soluções anaeróbias de MgSO4 

120,48 g L-1 e Fe(NH4)2(SO4)2  0,5 g L-1, preparadas e esterilizadas separadamente do 
restante do meio, em quantidade suficiente para se  obter as concentrações finais 
descritas acima. A solução de MgSO4  foi esterilizada em autoclave a 121 ºC por 20 
minutos; a de Fe(NH4)2(SO4)2 foi esterilizada por filtração em membrana com poros de 

0,22 μm de diâmetro, em câmara anaeróbia (Anaerobic System Thermoforma), sob 

atmosfera de 5 % de CO2, 10 % de H2 e 85 % de N2. 

Os frascos de penicilina contendo 40 mL de meio Baars anaeróbio foram 
inoculados, utilizando-se seringas esterilizadas, com a cultura de D. nigrificans, de modo 
a se obter uma D.O.600nm inicial de 0,05. Os frascos foram incubados em banho-maria a 
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55 ºC. O pré-inóculo foi obtido por crescimento da bactéria no mesmo meio de cultivo por 
48 horas, nas mesmas condições.  

Alíquotas da cultura foram retiradas com seringa esterilizada logo após a 
inoculação e nos tempos de 12, 18, 24 e 36 horas de incubação, para determinação da 
concentração de sulfato no meio de cultura e estimativa do número de células viáveis. 
Os compostos (ramnolipídeo, THPS e molibdato de sódio) foram adicionados ao meio 
após coleta de amostra no tempo correspondente a 18 horas de incubação. A adição 
dos inibidores foi realizada em câmara anaeróbia. 

2.2.3. Compostos Inibidores 

 Solução-estoque de molibdato de sódio 1,0 mol L-1 foi preparada 
anaerobicamente. O molibdato de sódio foi dissolvido em água Milli-Q anaeróbia e 
filtrado em membrana com poros de 0,22 µm de diâmetro. O procedimento foi realizado 
em câmara anaeróbia.  

  O biossurfactante, constituído de mono e diramnolipídeo, foi obtido da Jeneil 
Biosurfactant Co (Saukuile, Wi, USA). A solução-estoque de uso nos experimentos foi 
obtida a partir de sua diluição em água Milli-Q anaeróbia, seguida por filtração em 
membrana com poros de 0,22 µm de diâmetro. O procedimento foi realizado em câmara 
anaeróbia. Diluições da solução estoque foram utilizadas para se estimar a Diluição 
Micelar Crítica (DMC). As leituras de tensão superficial foram realizadas pelo método do 
anel de du Nouy (COOPER et al., 1979), utilizando-se um tensiômetro (Fisher Surface 
Tensiomat, Modelo 21, Pittsburgh, EUA). 

O reagente sulfato de tetrakis(hidroximetil)fosfônio 75 % em água (SIGMA 
15175) foi mantido em câmara anaeróbia até o momento da sua utilização. 

2.2.4. Determinação da Concentração de Sulfato 

 Alíquotas de 1,0 mL foram retiradas com seringa esterilizada nos tempos 
descritos no item 2.2.2. As amostras foram centrifugadas a 10.000 g durante 1 minuto e 
o sobrenadante foi armazenado a 0 ºC até a determinação da concentração de sulfato 
residual. 
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A concentração de sulfato no meio de cultivo foi determinada por método 
turbidimétrico proposto por KOLMERT et al., (2000). Amostras foram diluídas 10 vezes 
em água Milli-Q e o volume de 1,0 mL foi misturado a 1 mL do reagente condicionante 
(NaCl 150 g L-1, glicerol 100 mL L-1, HCl 60 mL L-1  e etanol 95 % 200 mL L-1). A amostra 
foi misturada a 70 mg de BaCl2.2H2O e agitada em agitador de tubos (2500 rpm) durante 
30 segundos. Imediatamente foi medida a absorvância a 420 nm. Foi construída uma 
curva-padrão, utilizando-se K2SO4 na concentração estoque de 50 mmol L-1. 

2.2.5. Estimativa do Número de Células Viáveis 

A estimativa da concentração de células viáveis de D. nigrificans no meio de 
cultivo foi obtida por meio da técnica do Número Mais Provável (NMP), proposta pela 
American Society of Testing and Material (ASTM) D4412-84 (2002).  

Alíquotas de 0,5 mL foram retiradas com seringa esterilizada nos tempos 
descritos no item 2.2.2 e inoculadas em frascos de penicilina contendo 4,5 mL de meio 
Baars anaeróbio. A concentração de Fe(NH4)2(SO4)2 utilizada no meio foi 0,5 g L-1. 
Diluições seriadas foram realizadas por meio da transferência sucessiva de alíquotas de 
0,5 mL em frascos de penicilina contendo 4,5 mL do mesmo meio anaeróbio. Três séries 
de diluições em cada tempo avaliado foram utilizadas para se estimar o número de 
células viáveis. As diluições foram realizadas em capela de fluxo laminar com auxílio de 
seringa esterilizada. 

Os frascos inoculados foram incubados a 55 ºC durante 5 dias. Resultado 
positivo do crescimento de D. nigrificans foi indicado pela turvação do meio e pela 
formação de precipitado negro, resultante da formação de FeS. Resultados duvidosos 
foram confirmados pela adição de 0,25 mL de solução de cloreto férrico (FeCl3.6H2O 27 
g L-1 em HCl 6 mol L-1) e de 0,25 mL do reagente p-aminodimetilanilina (C8H12N2.2HCl a 
2 g L-1 em HCl 6 mol L-1) ao frasco. Após 10 minutos, reação de cor azul foi considerada 
como resultado positivo para a presença de H2S e, portanto, do crescimento bacteriano 
na amostra.  

Resultados positivos das diluições foram comparados aos da tabela para 
estimativa do número mais provável de células baseada em três séries de tubos, com 
intervalo de confiança em nível de 95 % de probabilidade (BLODGETT, 2003). 
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2.2.6. Planejamento Estatístico 

O experimento foi conduzido segundo o Delineamento Composto Central 
Rotacional (DCCR) com cinco níveis para cada composto (Ramnolipídeo, THPS e 
Molibdato de sódio). Os limites inferiores e superiores foram respectivamente: 0 e duas 
vezes o valor da CMC do ramnolipídeo; 0 e 3 mmol L-1 para o molibdato de sódio; 0 e 
150 µL L-1 do THPS 75 % em água (SIGMA 15175). Foram utilizadas quatro repetições 
no ponto central.  O planejamento resultou em 18 unidades experimentais. A variável-
resposta foi definida como número mais provável de células por mL (ŷ). 

A Metodologia de Superfície de Resposta (MSR) foi utilizada para analisar o 
delineamento experimental. A variável-resposta foi ajustada a um modelo de segunda 
ordem para correlacionar a variável resposta às variáveis independentes. O modelo de 
segunda ordem pode ser descrito da seguinte maneira:  

∑∑∑ +++= jiijiiiii xxxxY ββββ 2
0  

onde y é a variável-resposta predita, β0 é o coeficiente de interceptação, βi é o 

coeficiente dos efeitos lineares, βii é o coeficiente dos efeitos quadráticos, βij é o 

coeficiente dos efeitos de interação e xi e xj são as variáveis independentes codificadas 
(NETO et al., 2003). 

 A Análise de Variância (ANOVA) foi a análise estatística usada para avaliar a 
significância estatística do modelo com os dados experimentais.  Essa análise incluiu o 
teste de Fisher (teste F), bem como sua probabilidade associada (P-Valor). O teste de 
Student (teste t) foi utilizado para determinar os coeficientes da equação, bem como as 
probabilidades associadas aos mesmos (P-Valor), permitindo, portanto, estimar a 
significância estatística dos coeficientes da regressão. As análises de regressão foram 
realizadas utilizando-se o software estatístico MINITAB® (versão demo 15, Minitab Inc.). 
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Tabela 2.1. Matriz do planejamento estatístico segundo o DCCR para avaliação do efeito 
dos compostos na atividade metabólica de D. nigrificans. As variáveis independentes 
estudadas foram concentração de ramnolipídeo, concentração de THPS e concentração 
de molibdato de sódio 

 

Tratamentos 
 

Ramnolipideo 
(xCMC) 

THPS 75%    
(µL L-1) 

Molibdato de Sódio 
(mmol L-1) 

1 1,6 119,6 2,4 

2 1,0 150,0 1,5 

3 0,4 119,6 0,6 

4 1,0 75,0 1,5 

5 1,0 75,0 1,5 

6 0,4 30,4 2,4 

7 0,4 119,6 2,4 

8 1,6 119,6 0,6 

9 1,0 75,0 0,0 

10 0,0 75,0 1,5 

11 1,0 75,0 1,5 

12 2,0 75,0 1,5 

13 1,0 75,0 3,0 

14 1,0 0,0 1,5 

15 0,4 30,4 0,6 

16 1,0 75,0 1,5 

17 1,6 30,4 2,4 

18 1,6 30,4 0,6 
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2.3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

2.3.1. Curva de Crescimento de D. nigrificans  

 A curva de crescimento de D. nigrificans em meio Baars anaeróbio a 55 ºC 
(Figura 2.1) demonstra que a fase log de crescimento inicia-se após cerca de 13 horas e 
dura em torno de 11 horas. Durante esta fase, foi detectada intensa produção de H2S, 
verificada pela liberação de gás e forte odor característico. Tem sido observado que, 
durante essa fase, a produção de H2S aumenta com o aumento do número de células de 
BRS no meio de cultivo, atingindo valor máximo no final dessa fase (KUANG et al., 
2007), na qual o número de bactérias atinge valores próximos de 1x109 células mL-1 
(LIU, et al., 2008). A fase estacionária foi caracterizada por um curto período, menor que 
3 horas, seguida pela fase de morte celular ou de esporulação.  
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Figura 2.1. Curva de crescimento da bactéria D. nigrificans em meio Baars anaeróbio, 
incubada a 55 ºC. Os dados representam as médias de três repetições.  

Os dados de crescimento de D. nigrificans a 55 ºC em meio Baars anaeróbio 
foram utilizados para se definir os tempos para avaliação do efeito dos compostos 
inibidores sobre a atividade metabólica dessa bactéria. Os tempos definidos foram de 0, 
12, 18, 24 e 36 horas após a inoculação. A adição dos compostos foi efetuada 18 horas 
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após a inoculação, tempo coincidente com o meio da fase logarítmica de crescimento de 
D. nigrificans.  

2.3.2. Efeito dos Compostos Sobre a Concentração de Células Viáveis de D. 
nigrificans 

A tabela 2.2 apresenta o resultado da estimativa de células viáveis de D. 

nigrificans em resposta à adição dos compostos ramnolipídeo, THPS e molibdato de 
sódio nas 18 unidades experimentais avaliadas, bem como do controle sem adição dos 
compostos. 

A análise de regressão entre a concentração dos compostos e a concentração de 
células viáveis de D. nigrificans, avaliada nos tempos 24 e 36 horas (correspondentes a 
6 e 18 horas após a adição dos compostos ao meio de cultivo), não foi significativa (P > 
0,05) (Tabela 2.3). Os resultados demonstram que não há diferença estatisticamente 
significativa entre os efeitos causados por cada composto nesses tempos, nas condições 
experimentais avaliadas. Entretanto, é possível observar (Tabela 2.2) que, em todos os 
tratamentos avaliados, houve efeito inibidor no crescimento celular, quando comparados 
ao tratamento sem adição de qualquer dos compostos avaliados (tratamento SI). A 
diferença na estimativa de células viáveis em relação ao tratamento-controle foi de pelo 
menos um ciclo log em todos os tratamentos, nos tempos de 24 e 36 horas de avaliação 
(Figura 2.2). 
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Tabela 2.2. Estimativa do número mais provável de células viáveis de D. nigrificans. Os resultados são mostrados para cada tratamento analisado segundo 
o planejamento no DCCR. Os compostos ramnolipídeo, THPS e molibdato de sódio foram adicionados ao meio de cultivo no tempo referente a 18 horas de 
incubação em meio Baars a 55 ºC. Os tempos avaliados foram 0, 12, 18, 24 e 36 horas de incubação. SI corresponde ao tratamento sem adição dos 
compostos 

Tratamentos 
 

Ramnolipideo 
(xCMC) 

THPS 75 % 
(µL L-1) 

Molibdato de Sódio 
(mmol L-1) 

0 hora 
(106  mL-1) 

12 horas 
(106  mL-1) 

18 horas 
(106 mL-1) 

24 horas 
(106  mL-1) 

36horas 
(106  mL-1) 

1 1,6 119,6 2,4 0,93 15 1100 7,5 7,5 

2 1,0 150,0 1,5 4,6 15 93 4,3 1,5 

3 0,4 119,6 0,6 0,75 110 460 4,3 4,3 

4 1,0 75,0 1,5 11 9,3 93 15 110 

5 1,0 75,0 1,5 4,6 12 240 7,5 2 

6 0,4 30,4 2,4 2,4 2,8 460 4,3 9,3 

7 0,4 119,6 2,4 0,93 46 110 9,3 15 

8 1,6 119,6 0,6 0,93 46 1100 4,3 2,3 

9 1,0 75,0 0,0 2,1 2,8 150 0,93 0,75 

10 0,0 75,0 1,5 2,4 9,3 240 4,3 4,3 

11 1,0 75,0 1,5 0,21 46 460 9,3 4,3 

12 2,0 75,0 1,5 0,93 24 1100 46 4,3 

13 1,0 75,0 3,0 11 2,3 150 0,93 3,8 

14 1,0 0,0 1,5 0,93 15 120 0,75 2,1 

15 0,4 30,4 0,6 11 15 290 24 9,3 

16 1,0 75,0 1,5 0,75 46 1100 2,3 2,3 

17 1,6 30,4 2,4 0,93 46 110 7,5 7,5 

18 1,6 30,4 0,6 2,4 9,3 460 4,3 0,93 
Sem Inibidor (SI) 0,0 0,0 0,0 2,4 7,5 1100 1500 290 
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Tabela 2.3. Análise de variância para o efeito dos compostos ramnolipídeo, THPS e 
molibdato de sódio sobre a concentração de células viáveis de D. nigrificans cultivada 
em meio Baars anaeróbio a 55 ºC. A avaliação foi realizada nos tempos de 6 e 18 horas 
após adição dos compostos ao meio de cultivo 

Tempo Fonte de 
Variação 

Grau de 
Liberdade 

(G.L) 

Soma 
Quadrática 

Média da 
Soma 

Quadrática 

Valor F  P-Valor 

6 h Regressão 9 36,383 4,043 0,31 0,945 n.s. 
 Linear 3 5,384 2,042 0,16 0,921 n.s. 
 Quadrática 3 9,888 3,296 0,26 0,855 n.s. 
 Interação 3 21,112 7,037 0,55 0,666 n.s. 
 Resíduo 7 90,034 12,862   
 Falta de 

Ajuste 
5 85,698 17,140 7,91 0,116 n.s. 

 Erro Puro 2 4,335 2,168   
       

18 h Regressão 9 102,096 11,3440 1,03 0,497 n.s. 
 Linear 3 51,028 1,2358 0,11 0,950 n.s. 
 Quadrática 3 11,20 3,7332 0,34 0,799 n.s. 
 Interação 3 39,868 13,2895 1,20 0,376 n.s. 
 Resíduo 7 77,304 11,0434   
 Falta de 

Ajuste 
5 76,995 15,3990 99,71 0,010* 

 Erro Puro 2 0,309 0,1544   
 

n.s. Não-Significativo ao nível de 5% (P≥0,05) 
* Significativo ao nível de 5% (P<0,05) 
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Figura 2.2. Efeito dos compostos ramnolipídeo, THPS e molibdato de sódio sobre a 
população de D. nigrificans cultivada em meio Baars anaeróbio a 55 ºC. Os tratamentos 
de 1 a 18 correspondem às concentrações dos compostos no meio de cultivo 
apresentadas na Tabela 2.2. A adição dos compostos foi feita no tempo de 18 horas 
após a inoculação do meio de cultivo. SI corresponde ao tratamento sem adição dos 
compostos. 

Não é descartada a possibilidade de que haja efeito significativo de algum 
composto nos tempos avaliados.  No entanto, não foi possível estimá-lo, especialmente 
em razão da dificuldade de padronização do pré-inóculo, o que gerou diferenças de 
crescimento celular entre os tratamentos. Conseqüentemente, o número de células 
viáveis no tempo referente a 18 horas de crescimento foi muito variável entre os mesmos 
(Figura 2.2), o que dificultou o ajuste de um modelo de regressão que melhor 
descrevesse a variação dos dados experimentais.  

2.3.3. Efeito dos Compostos Sobre a Atividade de Redução do Sulfato por D. 
nigrificans 

Os dados de concentração de sulfato residual apresentados na Tabela 2.4 
confirmam o efeito inibidor dos compostos avaliados na atividade metabólica de D. 

nigrificans nos tempos de 6 e 18 horas após sua adição ao meio de cultivo. Houve 
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inibição da redução do sulfato em todos os tratamentos, quando comparados ao 
tratamento sem adição dos compostos avaliados (tratamento SI).  

Pouca variação foi verificada nas concentrações de sulfato residual entre os 
tempos 18, 24 e 36 horas de cultivo nos tratamentos com inibidores (Tabela 2.4 e Figura 
2.3), o que demonstra efeito rápido e duradouro dos compostos utilizados sobre a 
atividade de redução de sulfato por essa bactéria. Esses resultados são contrastantes 
com os obtidos no tratamento-controle. Nesse tratamento, a concentração de sulfato no 
meio diminuiu de quase 20 mmol L-1, no tempo de 18 horas, para aproximadamente 9 
mmol L-1 (tempo 24 horas), indicando que D. nigrificans permaneceu metabolicamente 
ativa após o tempo de 18 horas de cultivo. Nos tratamentos submetidos à ação dos 
inibidores, a média de concentração de sulfato residual, após a adição dos compostos 
inibidores (18 horas após a inoculação) manteve-se praticamente inalterada, próxima  de 
17 mmol L-1. 
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Tabela 2.4. Concentração de sulfato residual no meio Baars. Os resultados são mostrados para cada tratamento analisado segundo o planejamento no 
DCCR. Os compostos ramnolipídeo, THPS e molibdato de sódio foram adicionados ao meio de cultivo no tempo referente a 18 horas de incubação de D. 

nigrificans em meio Baars a 55 ºC. Os tempos avaliados foram 0, 12, 18, 24 e 36 horas de incubação. SI corresponde ao tratamento sem adição dos 
compostos 

Tratamentos 
 

Ramnolipideo 
(CMC) 

THPS 75 % 
(µL L-1) 

Molibdato de Sódio 
(mmol L-1) 

0 horas 
(mmol L-1) 

12 horas 
(mmol L-1) 

18 horas 
(mmol L-1) 

24 horas 
(mmol L-1) 

36horas 
(mmol L-1) 

1 1,6 119,6 2,4 25,5 23,6 15,1 14,0 13,4 
2 1,0 150,0 1,5 25,5 22,7 20,2 18,4 18,4 
3 0,4 119,6 0,6 25,5 22,5 19,7 19,2 18,5 
4 1,0 75,0 1,5 25,5 22,9 18,5 17,9 17,9 
5 1,0 75,0 1,5 25,5 23,8 18,5 18,0 17,9 
6 0,4 30,4 2,4 25,5 22,7 15,4 15,3 14,6 
7 0,4 119,6 2,4 25,5 23,5 18,4 17,8 17,6 
8 1,6 119,6 0,6 25,5 22,3 19,8 19,5 19,4 
9 1,0 75,0 0,0 25,5 22,1 19,0 18,1 17,6 
10 0,0 75,0 1,5 25,5 22,5 19,2 18,7 18,0 
11 1,0 75,0 1,5 25,5 23,6 16,1 15,5 15,4 
12 2,0 75,0 1,5 25,5 23,1 19,3 18,7 18,5 
13 1,0 75,0 3,0 25,5 22,6 19,5 16,9 16,4 
14 1,0 0,0 1,5 25,5 23,4 19,1 17,5 17,3 
15 0,4 30,4 0,6 25,5 23,2 16,0 15,0 14,8 
16 1,0 75,0 1,5 25,5 22,8 20,0 18,8 17,6 
17 1,6 30,4 2,4 25,5 23,2 19,1 17,5 17,5 
18 1,6 30,4 0,6 25,5 23,9 20,2 18,0 17,7 

Sem Inibidor (SI) 0,0 0,0 0,0 25,5 21,6 19,6 9,1 9,0 
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Figura 2.3. Efeito dos compostos ramnolipídeo, THPS e molibdato de sódio sobre a 
atividade de redução de sulfato por D. nigrificans cultivada em meio Baars anaeróbio a 
55 ºC. Os compostos foram adicionados ao meio de cultivo no tempo correspondente a 
18 horas de incubação. Os tratamentos de 1 a 18 correspondem às concentrações dos 
compostos no meio de cultivo, apresentadas na Tabela 2.2. A adição dos compostos foi 
feita no tempo de 18 horas após a inoculação do meio de cultivo. SI corresponde ao 
tratamento sem adição dos compostos. 
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2.4. CONCLUSÕES 

Os compostos ramnolipídeo, sulfato de tetrakis(hidroximetil)fosfônio (THPS) e 
molibdato de sódio, adicionados ao meio de cultivo no meio da fase logarítmica, inibem o 
crescimento de D. nigrificans e a atividade de redução de sulfato por essa bactéria. 

Os efeitos de inibição do crescimento celular e atividade de redução do sulfato 
por D. nigrificans foram independentes das concentrações avaliadas. 

Não foi observada diferença ou interação entre os agentes inibidores testados 
quanto ao efeito sobre o crescimento celular e atividade de redução do sulfato por D. 

nigrificans. 
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CAPÍTULO 3 
EFEITO DO BIOSSURFACTANTE RAMNOLIPÍDEO, DO BIOCIDA THPS 

E DO INIBIDOR METABÓLICO MOLIBDATO DE SÓDIO SOBRE A ADESÃO DE 
Desulfotomaculum nigrificans A CUPONS DE AÇO INOXIDÁVEL 

3.1. INTRODUÇÃO 

A formação de biofilmes é um processo multi-fásico, em que os microrganismos 
crescem aderidos a uma superfície inerte e produzem uma matriz de polímeros 
extracelulares. Uma das fases determinantes da formação de biofilmes é a de adesão 
celular à superfície. A adesão bacteriana às superfícies inertes é atribuída às interações 
atrativas entre as mesmas e as bactérias no meio circundante, as quais incluem forças 
de van der Waals, interações ácido-base e eletrostáticas (CHAMBERS et al., 2006). 
Fímbrias, flagelos e polissacarídeos ou proteínas presentes na superfície celular são 
importantes na adesão e podem prover vantagem para o microrganismo numa 
comunidade mista. Fatores ambientais também regulam a formação de biofilmes 
bacterianos, como pH, temperatura, disponibilidade de nutrientes e de aceptores de 
elétrons e concentração de metabólitos bacterianos (SINGH et al., 2006). 

Dentre os microrganismos envolvidos na formação de biofilmes e na biocorrosão 
de oleodutos, destacam-se as bactérias redutoras de sulfato (BRS). Além de 
contribuírem para a ocorrência de corrosão, os biofilmes formados por essas bactérias 
causam diminuição do fluxo de óleo nos dutos, elevando com isso os gastos de energia 
para bombeamento e o desgaste prematuro de equipamentos (NEMATI et al., 2001a; 
REMPEL et al., 2006). As BRS constituem um grupo de microrganismos amplamente 
distribuídos em muitos ambientes anaeróbios, sendo geralmente reconhecidas como 
anaeróbias estritas. Elas apresentam ampla variação morfológica e metabólica, sendo 
capazes de oxidar vários compostos orgânicos utilizando o íon sulfato como aceptor de 
elétrons (FANG et al., 2002; PALLUD & VAN CAPPELLEN, 2006). 

Os tratamentos químicos aplicados para prevenir e controlar a corrosão causada 
por BRS na indústria petroquímica envolvem principalmente o uso de agentes biocidas e 
inibidores metabólicos (GUIAMET & SARAVIA, 2005).  
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Dentre os agentes biocidas empregados na indústria petroquímica, destaca-se o 
sulfato de tetrakis(hidroximetil)fosfônio (THPS) (NEMATI et al., 2001b; GREENE et al., 
2006). O THPS é um composto iônico solúvel em água, que apresenta ação 
antimicrobiana rápida e de amplo espectro. Apresenta como vantagens, ainda, a fácil 
manipulação e baixa toxicidade ambiental (VIDELA, 2002).  

Um inibidor metabólico específico de BRS, também utilizado com o mesmo 
propósito, é o íon molibdato (MoO42-), um análogo que inibe a redução do sulfato. O 
molibdato entra na célula pelo mesmo sistema de transporte de sulfato e interfere com a 
formação da adenosina fosfosulfato, intermediário nas vias de redução do sulfato 
(PATIDAR & TARE, 2005; GREENE et al., 2006). 

Outras substâncias promissoras no controle de biofilmes bacterianos e com 
potencial aplicação no controle da adesão por BRS incluem os surfactantes biológicos 
ou biossurfactantes. Eles são compostos de origem biológica, constituídos de um grupo 
hidrofílico e outro hidrofóbico (VAN HAMME et al., 2006) e são capazes de agir na 
interface entre duas fases fluidas com diferentes polaridades como óleo/água ou 
ar/água. Essa propriedade permite a tais moléculas reduzirem a tensão superficial em 
misturas óleo/água, tornando as moléculas hidrofóbicas mais solúveis no meio aquoso. 
Além disso, confere aos surfactantes excelentes propriedades detergentes, 
emulsificantes, espumantes e dispersantes (DESAI & BANAT, 1997; VAN HAMME et al., 
2006), o que possibilita sua aplicação em vários setores industriais. Dada a grande 
preocupação atual com o lançamento de produtos químicos no ambiente, os 
biossurfactantes têm se tornado uma estratégia vantajosa em relação aos surfactantes 
sintéticos, principalmente por apresentarem baixa toxicidade e maior biodegradabilidade 
(LIMA, 2008). 

Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de misturas contendo THPS, 
molibdato de sódio e o biossurfactante ramnolipídeo sobre a adesão da bactéria redutora 
de sulfato Desulfotomaculum nigrificans em cupons de aço inoxidável AISI 304. 
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3.2. MATERIAL E MÉTODOS 

Este trabalho foi realizado no Laboratório de Biotecnologia e Biodiversidade para 
o Meio Ambiente (LBBMA) do Departamento de Microbiologia, localizado no Instituto de 
Biotecnologia Aplicada à Agropecuária (BIOAGRO) e no Laboratório de Microbiologia de 
Anaeróbios (LMA) do Departamento de Microbiologia, localizado no Edifício Chotaro 
Shimoya. 

3.2.1. Condições de Cultivo 

Frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo 75 mL de meio Baars anaeróbio (Item 
2.2.1), os compostos específicos de cada tratamento (Tabela 3.1) e cupons de aço 
inoxidável AISI 304 foram inoculados com a cultura de D. nigrificans. O procedimento foi 
realizado em câmara anaeróbia (Anaerobic System Thermoforma), sob atmosfera de 5 
% de CO2, 10 % de H2 e 85 % de N2. A D.O.600nm inicial foi ajustada para 0,05.  

Cupons de aço inoxidável (10,0 x 10,0 x 0,50 mm) foram utilizados como suporte 
inerte para os ensaios de adesão celular de D. nigrificans.  O aço inoxidável AISI 304 
utilizado nesse experimento foi produzido pela Arcelor Mittal Inox Brasil. Cada cupom foi 
furado em um dos vértices, onde foi atravessado por fio de níquel-cromo de 0,50 mm 
para mantê-lo suspenso e imerso no meio de cultura. Cada haste de níquel-cromo 
continha três cupons, espaçados entre si pela moldura de um separador na haste. Em 
uma das extremidades de cada fio foi emoldurado um gancho adequado à sua fixação 
na boca de frascos Erlenmeyer de 125 mL. Os frascos contendo apenas os cupons 
foram esterilizados em autoclave durante 20 minutos a 121 ºC. O meio de cultivo foi 
esterilizado separadamente como descrito no item 2.2.2 e adicionado (75 mL) aos 
frascos Erlenmeyer em câmara anaeróbia. Após a inoculação (DO600nm inicial de 0,05), 
os frascos foram incubados a 55 ºC em câmara anaeróbia. Os cupons foram retirados 
nos tempos 8, 16, 24, 48 e 96 horas após a inoculação para contagem de células 
aderidas por microscopia de epifluorescência. 
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3.2.2.  Preparo dos Cupons de Aço Inoxidável  

 Anteriormente à sua utilização, os cupons e as hastes foram limpos com 
esfregação branda em detergente neutro, enxaguados em água de torneira, rinsados em 
etanol 95 % e em seguida rinsados em água destilada (LOPES et al., 2005). Para 
reutilização dos mesmos, os cupons foram submetidos a ultra-som (Ultrasonic Cleaners 
– Modelo 1510; 40 kHz) durante 15 minutos para remoção de células aderidas. Em 
seguida, foram imersos em solução de ácido nítrico (HNO3) a 10 % durante 20 minutos a 
60 ºC para remoção de eventuais produtos de corrosão, como sugerido pela American 
Society of Testing and Material (ASTM) G1-03 (2003). Após esse procedimento, eles 
foram limpos com esfregação branda em detergente neutro, enxaguados em água de 
torneira, rinsados em etanol 95 % e em seguida rinsados em água destilada.  

 
3.2.3. Processamento de Amostras para Contagem de Células 

Os cupons foram retirados dos frascos de cultura e rinsados em água destilada 
esterilizada para remoção de células não-aderidas. Em seguida, eles foram fixados em 
lâminas de microscopia usando fita adesiva de dupla face. Solução de KirK Patrick 
(álcool isopropílico, clorofórmio e formaldeído, 6:3:1) foi adicionada para fixar o material 
durante 10 minutos. Posteriormente, os cupons foram recobertos com solução de 
alaranjado de acridina a 0,04 % (PARIZZI, 1999), durante 5 minutos. O excesso de 
corante foi retirado por enxágüe brando do cupom em água destilada estéril. Os cupons 
corados foram examinados em microscópio de epifluorescência (Olympus) sob filtro IB2 
e WG.  

 

3.2.4. Quantificação de Células Aderidas  

As células com fluorescência alaranjada observadas sob filtro IB2 e WG foram 
contadas em dois a quinze campos de cada cupom, dependendo da densidade de 
células aderidas por campo (DOWNES & ITO, 2001). O resultado foi expresso em 
contagem direta ao microscópio por cm2 (CDM cm-2).  
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3.2.5. Planejamento Estatístico 

O experimento foi conduzido segundo o Delineamento Composto Central 
Rotacional (DCCR), com cinco níveis para cada composto (ramnolipídeo, THPS e 
molibdato de sódio). Os limites inferiores e superiores foram respectivamente: 0 e duas 
vezes o valor da CMC do ramnolipídeo; 0 e 3 mmol L-1 para o molibdato de sódio; 0 e 
150 µL L-1 de THPS (SIGMA 15175). Foram utilizadas quatro repetições no ponto 
central.  O planejamento resultou em 18 unidades experimentais (Tabela 3.1). As 
variáveis independentes estudadas - concentração de ramnolipídeo, concentração de 
THPS e concentração de molibdato de sódio - foram designadas respectivamente A, B, e 
C no planejamento. A variável-resposta foi definida como concentração de células 
aderidas por cm2 (ŷ).  

A Metodologia de Superfície de Resposta (MSR) foi utilizada para analisar o 
delineamento experimental. A variável-resposta foi ajustada a um modelo de segunda 
ordem para se analisar sua correlação com as variáveis independentes, sendo o modelo 
dado por:  

∑∑∑ +++= jiijiiiii xxxxY ββββ 2
0   

onde y é a variável-resposta predita, β0 é o coeficiente de interceptação, βi é o 

coeficiente dos efeitos lineares, βii é o coeficiente dos efeitos quadráticos, βij é o 

coeficiente dos efeitos de interação e xi e xj são as variáveis independentes codificadas 
(NETO et ai., 2003). 

 A Análise de Variância (ANOVA) foi a análise estatística usada para avaliar a 
significância estatística do modelo aplicado aos dados experimentais.  Essa análise 
incluiu o teste de Fisher (teste F), sua probabilidade associada (P-Valor), o coeficiente 
de determinação (R2) e o coeficiente de variação (CV). O teste de Student (teste t) foi 
utilizado para determinar os coeficientes da equação, bem como as probabilidades 
associadas aos mesmos (P-Valor), permitindo, portanto, estimar a significância 
estatística dos coeficientes da regressão. As análises de regressão e a construção dos 
gráficos foram realizadas utilizando-se o software estatístico MINITAB® (versão demo 15, 
Minitab Inc.). 
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Tabela 3.1. Matriz do planejamento estatístico segundo o DCCR para avaliação do efeito 
dos compostos na adesão de D. nigrificans a cupons de aço inoxidável AISI 304. As 
variáveis independentes estudadas foram concentração de ramnolipídeo, concentração 
de THPS e concentração de molibdato de sódio  

Tratamentos 
 

Ramnolipideo 
(xCMC) 

THPS 75%    
(µL L-1) 

Molibdato de Sódio 
(mmol L-1) 

1 1,6 119,6 2,4 

2 1,0 150,0 1,5 

3 0,4 119,6 0,6 

4 1,0 75,0 1,5 

5 1,0 75,0 1,5 

6 0,4 30,4 2,4 

7 0,4 119,6 2,4 

8 1,6 119,6 0,6 

9 1,0 75,0 0,0 

10 0,0 75,0 1,5 

11 1,0 75,0 1,5 

12 2,0 75,0 1,5 

13 1,0 75,0 3,0 

14 1,0 0,0 1,5 

15 0,4 30,4 0,6 

16 1,0 75,0 1,5 

17 1,6 30,4 2,4 

18 1,6 30,4 0,6 
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3.3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.3.1. Observações Microscópicas da Adesão de D. nigrificans em Cupons de 
Aço Inoxidável  

 D. nigrificans foi capaz de formar biofilme em cupons de aço inoxidável AISI 304 
quando cultivada em meio Baars modificado, a 55 ºC em câmara anaeróbia sob 
atmosfera de 5 % de CO2, 10 % de H2 e 85 % de N2. Imagens obtidas por microscopia 
de epifluorescência evidenciaram adesão de discreto número de células aos cupons 
após 8 horas de cultivo (Figura 3.1). A concentração de células aderidas 16 horas após a 
inoculação foi a maior observada entre os tempos avaliados, ocasião em que foi 
observada a presença de microcolônias na superfície do aço. No entanto, foi observada 
desagregação do biofilme após 16 horas de incubação (tempos de 24 e 48 horas após a 
inoculação). Tem sido sugerido que o estado de inanição da célula possa ser um dos 
mecanismos responsáveis pela desagregação do biofilme e retorno da célula bacteriana 
ao estado planctônico, em busca de regiões com maior concentração de nutrientes 
(O`TOOLE et al., 2000). Aumento na concentração de moléculas indutoras pode ser 
ainda responsável pela liberação de enzimas degradadoras dos polímeros da matriz, o 
que resulta em desprendimento das células do biofilme (STOODLEY et al., 2002). Após 
96 horas de cultivo, verificou-se novo aumento do número de células de D. nigrificans 

aderidas à superfície dos cupons de aço inoxidável. Células mais alongadas e algumas 
vezes formando cadeias foram observadas nesse tempo de avaliação. 

 As etapas do processo de formação de biofilme por D. nigrificans em meio 
Baars, nas condições utilizadas nesse trabalho, podem ser descritas como – adsorção 
inicial das células de D. nigrificans na superfície de aço inoxidável AISI 304 (8 h), 
desenvolvimento da estrutura do biofilme (16h), dispersão das células do biofilme (24 e 
48 h) e recolonização da superfície (96 h).  
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8 h           16 h 

   
 24 h           48 h 

   
96 h          

 

Figura 3.1. Microfotografias da formação de biofilme por D. nigrificans em cupons 
de aço inoxidável AISI 304 imersos em meio Baars anaeróbio no período de 8 a 
96 horas de incubação a 55 ºC em câmara anaeróbia (D.O.600nm inicial de 0,05). 
Os cupons foram corados com alaranjado de acridina 0,4 % e observados em 
microscópio de epifluorescência em aumento de 1000 vezes sob filtro IB2. 
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3.3.2. Efeito dos Compostos Sobre a Adesão de D. nigrificans a Cupons de Aço 
Inoxidável 

 A tabela 3.2 apresenta o resultado da concentração de células de D. nigrificans 
aderidas aos cupons de aço inoxidável AISI 304 em resposta à adição dos compostos 
ramnolipídeo, THPS e molibdato de sódio nas 18 unidades experimentais avaliadas, nos 
tempos de 8, 16, 24, 48 e 96 horas após inoculação dos meios de cultivo. 

 Entre os compostos avaliados, o molibdato de sódio foi o único que apresentou 
efeito significativo sobre a adesão de D. nigrificans aos cupons de aço inoxidável 304, 8 
horas após a inoculação dos meios de cultivo (Tabela 3.3). No modelo de regressão 
obtido entre a concentração de células aderidas aos cupons de aço inoxidável e a 
concentração de molibdato de sódio, o coeficiente do termo linear apresentou valor 
negativo, o que significa que a concentração de células aderidas diminui com o aumento 
da concentração de molibdato de sódio. Por outro lado, como o coeficiente do termo 
quadrático é positivo, o aumento da concentração desse composto também tenderá a 
aumentar a concentração de células aderidas (Figura 3.1). Isso sugere que a região 
ótima de inibição da adesão de D. nigrificans, ou seja, menor concentração de molibdato 
de sódio com maior efeito inibidor em 8 horas de tratamento, encontra-se entre os limites 
mínimo e máximo utilizados neste estudo.  
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Tabela 3.2. Número de células de D. nigrificans aderidas a cupons de aço inoxidável AISI 304. Os resultados mostrados são de cada tratamento analisado 
segundo o planejamento no DCCR. Os compostos ramnolipídeo, THPS e molibdato de sódio foram adicionados ao meio de cultivo logo após a inoculação 
de D. nigrificans. Os tempos avaliados foram 8, 16, 24, 48 e 96 horas de incubação em meio Baars a 55 ºC em câmara anaeróbia 

Tratamentos 
 

Ramnolipideo 
(xCMC) 

THPS 75 % 
(µL L-1) 

Molibdato de Sódio 
(mmol L-1) 

8 horas 
(103 cm-2) 

16 horas 
(103 cm-2) 

24 horas 
(103 cm-2) 

48 horas 
(103 cm-2) 

96horas 
(103 cm-2) 

1 1,6 119,6 2,4 4,5 3,5 2,1 8,8 3,0 
2 1,0 150,0 1,5 4,3 3,0 2,4 8,6 2,4 
3 0,4 119,6 0,6 3,3 3,7 4,9 5,1 4,3 
4 1,0 75,0 1,5 3,7 5,3 5,0 4,4 2,8 
5 1,0 75,0 1,5 3,2 4,5 4,3 2,6 2,5 
6 0,4 30,4 2,4 4,5 3,2 2,5 7,6 2,7 
7 0,4 119,6 2,4 2,0 4,0 7,8 4,0 8,3 
8 1,6 119,6 0,6 3,2 4,5 5,2 3,2 2,8 
9 1,0 75,0 0,0 6,5 4,5 5,5 2,3 2,8 
10 0,0 75,0 1,5 4,2 5,6 144,2 594,1 135,0 
11 1,0 75,0 1,5 4,5 3,7 2,6 2,2 2,3 
12 2,0 75,0 1,5 4,1 4,2 6,0 3,7 2,8 
13 1,0 75,0 3,0 17,3 2,9 5,4 2,8 3,7 
14 1,0 0,0 1,5 4,5 3,7 2,5 46,4 5,4 
15 0,4 30,4 0,6 3,1 2,8 2,8 3,6 3,9 
16 1,0 75,0 1,5 2,9 3,2 2,5 5,1 3,5 
17 1,6 30,4 2,4 3,0 3,9 5,4 3,6 2,0 
18 1,6 30,4 0,6 4,5 3,8 3,3 3,8 3,1 
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Tabela 3.3. Coeficientes da regressão entre a concentração de células de D. nigrificans 

aderidas a cupons de aço inoxidável AISI 304 imersos em meio Baars anaeróbio a 55 ºC 
e a concentração de molibdato de sódio, 8 horas após a inoculação do meio de cultivo 
(D.O.600nm inicial de 0,05)  

Termo Coeficiente Valor t P-Valor 
Constante 7,239 3,958 0,001* 
Molibdato de sódio (C) -7,357 -2,868 0,012* 
Molibdato de sódio x Molibdato de sódio (C2) 2,948 3,596 0,003* 

* Significativo ao nível de 5% (P<0,05) 

Equação da regressão: ŷ = 7,239* – 7,357C* + 2,948C2*  

O CV obtido para os dados experimentais foi de 14,58 % (Tabela 3.4), sugerindo 
considerável precisão na avaliação. No entanto, o modelo ajustado para explicar a 
variação da concentração de células de D. nigrificans aderidas a cupons de aço 
inoxidável em função da concentração de molibdato de sódio, no tempo de 8 horas após 
a inoculação, apresentou falta de ajuste significativa (P-valor de 0,000), indicando que 
esse modelo não é o mais adequado para estimar a variável-resposta. Isso pode ser 
devido à alta influência de fatores aleatórios não-controláveis, ou ainda à falta de ajuste 
da própria metodologia aos dados experimentais. Apesar de ser aplicada em muitos 
processos químicos e biológicos, a metodologia de superfície de resposta pode não ser 
adequada em alguns tipos de processos, uma vez que ela é baseada no uso de 
equações de segundo grau, e muitos processos são melhor definidos por equações de 
ordens superiores. Embora seja possível predizer um modelo de equação utilizando 
ordens superiores, a maioria dos pacotes de programas estatísticos para aplicação da 
MSR usa equações de segunda ordem. Isso pode resultar em modelos ajustados que 
não são capazes de descrever com precisão o processo de interesse (BAS & BOYACI, 
2007). 
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Tabela 3.4. Análise de variância do efeito dos compostos na adesão de D. nigrificans a 
cupons de aço inoxidável AISI 304 imersos em meio Baars anaeróbio a 55 ºC, 8 horas 
após inoculação do meio de cultivo (D.O.600nm inicial de 0,05) 

Fonte de 
Variação 

Grau de 
Liberdade 

(G.L) 

Soma 
Quadrática 

Média da Soma 
Quadrática 

Valor F P- Valor  

Regressão 2 99,004 49,5021 8,54 0,003* 
Linear 1 24,004 47,6971 8,22 0,012* 
Quadrática 1 75,000 75,0004 12,93 0,003* 
Resíduo  15 86,990 5,7993   
Falta de 
Ajuste 

2 78,892 39,4460   63,32 0,000* 

Erro Puro 13 8,098 0,6229   
Total 17 185,995    

* Significativo ao nível de 5% (P<0,05) 

O coeficiente de determinação (R2) obtido foi 0,5323, o que significa que 53,23 % 
da variabilidade na resposta pode ser explicada pelo modelo ajustado. No entanto, os 
valores obtidos de R2 não podem ser comparados com o valor máximo 1,0, uma vez que 
deve ser considerada a contribuição do erro puro. Já que não existe qualquer modelo 
que possa reproduzir a soma quadrática do erro puro, o valor máximo de variação 
explicável é a diferença entre a soma quadrática total e a soma quadrática devida ao 
erro puro (NETO et al., 2003). Dessa maneira, a porcentagem máxima de variação 
explicável pela regressão é de 99,27 %. Isso significa que o modelo ajustado poderá 
explicar até 99,27 % dos dados observados se a interferência dos fatores aleatórios for 
mínima.  

A superfície de resposta descrita pelo modelo de regressão ajustado é 
apresentada na figura 3.2. É possível observar que o molibdato de sódio apresenta 
efeito inibitório na adesão celular no intervalo entre 0 a 1,5 mmol L-1. Nesse intervalo, 
nota-se diminuição na adesão celular à medida que a concentração desse composto 
aumenta, atingindo-se o ponto de menor número de células aderidas na presença de 1,5 
mmol L-1 de molibdato de sódio. Entretanto, a adesão celular apresenta tendência ao 
aumento sob concentrações superiores a essa. Portanto, a concentração de molibdato 
de sódio mais eficiente na inibição da adesão de D. nigrificans a cupons de aço 
inoxidável 304 em 8 horas, nas condições utilizadas nesse experimento, é de 1,5 mmol 
L-1.  
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Figura 3.2.  Variação da concentração de células de D. nigrificans aderidas a cupons de 
aço inoxidável AISI 304 em função da concentração de molibdato de sódio, no tempo de 
8 horas após a inoculação. A bactéria foi cultivada em frascos Erlenmeyer contendo 
meio Baars anaeróbio a 55 ºC em câmara anaeróbia com D.O.600nm inicial de 0,05. 

 Não há relatos na literatura sobre o efeito do molibdato na adesão de BRS em 
superfícies de aço inoxidável. No entanto, concentrações próximas à obtida nesse 
estudo foram reportadas por ISA & ANDERSON (2004) - 2,5 mmol L-1 – como sendo 
capazes de inibir completa e imediatamente a redução de sulfato por uma cultura mista 
de BRS planctônicas. A ação do molibdato foi bacteriostática, uma vez que as células 
permaneceram viáveis após o tratamento. Além de diminuir as reservas de ATP na 
célula (TAYLOR & OREMLAND, 1979), o molibdato é ainda capaz de inibir 
imediatamente o transporte de sulfato para o interior das células de BRS (NEWPORT & 
NEDWELL, 1988). Apesar de interferir nas vias de redução dissimilativa e assimilativa de 
sulfato, BRS são muito mais sensíveis ao efeito do molibdato que outras bactérias não-
redutoras de sulfato (TAYLOR & OREMLAND, 1979). O mesmo é observado em culturas 
de BRS em fase log de crescimento quando comparadas com culturas em fase 
estacionária, quando são necessárias concentrações mais elevadas de molibdato para 
inibir a redução do sulfato (NEMATI et al., 2001b). A concentração de molibdato de sódio 
mais eficaz para inibir a atividade metabólica de BRS é diretamente proporcional à 
concentração de biomassa de BRS (PATIDAR & TARE, 2005). 

Nenhum dos compostos avaliados apresentou efeito significativo sobre a adesão 
da bactéria D. nigrificans aos cupons de aço inoxidável AISI 304 no tempo referente a 16 
horas após a inoculação. A regressão foi não-significativa (P-valor = 0,670), indicando 
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que não há diferença significativa entre os efeitos causados pelos três compostos 
avaliados na adesão de D. nigrificans, 16 horas após a inoculação. Considerável 
precisão experimental foi indicada pelo valor de CV igual a 23,98 % (dados não-
apresentados). 

Nos tempos de 24, 48 e 96 horas após a inoculação dos meios de cultivo, 
verificou-se efeito significativo apenas do ramnolipídeo sobre a adesão de D. nigrificans 

aos cupons de aço inoxidável AISI 304. Segundo os modelos de regressão obtidos, a 
concentração de células aderidas aos cupons de aço inoxidável em 24, 48 e 96 horas 
após a inoculação, é explicada somente pela concentração de ramnolipídeo (Tabela 
3.5,), uma vez que as concentrações dos demais inibidores não tiveram efeito 
significativo sobre a variável-resposta analisada nesses tempos.  

 Os P-valores indicaram a significância dos coeficientes lineares e quadráticos da 
regressão para os três últimos tempos de avaliação (Tabela 3.5). O coeficiente do termo 
linear dos modelos de regressão entre a concentração de células aderidas e a 
concentração de ramnolipídeo apresentou valor negativo, o que significa que o aumento 
da concentração de ramnolipídeo resulta em menor concentração de células aderidas à 
superfície de aço inoxidável. Por outro lado, o coeficiente do termo quadrático é positivo, 
indicando que a elevação da concentração desse composto também tenderá a aumentar 
o número de células aderidas. Isto sugere que a região ótima de concentração do 
ramnolipídeo que inibe ao máximo a adesão celular de D. nigrificans em 24, 48 e 96 
horas após a inoculação dos meios de cultivo, encontra-se entre os limites mínimo e 
máximo utilizados neste estudo.  
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Tabela 3.5. Coeficientes da regressão entre a concentração de células de D. nigrificans 

aderidas a cupons de aço inoxidável AISI 304 imersos em meio Baars anaeróbio a 55 ºC 
e a concentração de ramnolipídeo em 24, 48 e 96 horas após a inoculação do meio de 
cultivo (D.O.600nm inicial de 0,05) 

Tempo Termo Coeficiente Valor t P-Valor 
24 h a Constante 85,72 4,852 0,000* 

 Ramnolipídeo (A) -151,69 -4,081 0,001* 
 Ramnolipídeo x Ramnolipídeo (A2) 61,42 3,447 0,004* 
     

48 h b Constante 342,6     4,494 0,000* 
 Ramnolipídeo (A) -616,2 -3,842 0,002* 
 Ramnolipídeo x Ramnolipídeo (A2) 246,9 3,212 0,006* 
     

96 h c Constante 80,60 4,909 0,000* 
 Ramnolipídeo (A) -141,74 -4,103 0,001* 

 Ramnolipídeo x Ramnolipídeo (A2) 56,67 3,423 0,004* 
* Significativo ao nível de 5% (P<0,05) 

a Equação da regressão: ŷ = 85,72*  - 151,69A* + 61,42A2* 
b Equação da regressão: ŷ  = 342,6* - 616,2A* + 246,9A2* 
c Equação da regressão: ŷ = 80,60* - 141,74A* + 56,67A2* 

O experimento apresentou CV de 10,34 %, 3,4 % e 4,93 % nos tempos de 24, 48 
e 96 horas respectivamente, (Tabela 3.6), sugerindo satisfatória precisão dos dados 
experimentais obtidos nesses tempos. No entanto, as equações de regressão 
apresentaram falta de ajuste significativa (P-valor de 0,000), indicando que os modelos 
ajustados não são os mais adequados para estimar a variável-resposta, à semelhança 
do observado no tempo de 8 horas, quando molibdato de sódio foi o único composto 
capaz de causar efeito significativo sobre a concentração de células aderidas.  
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Tabela 3.6. Análise de variância do efeito dos compostos na adesão de D. nigrificans a 
cupons de aço inoxidável AISI 304 imersos em meio Baars anaeróbio a 55 ºC em 24, 48 
e 96 horas após inoculação do meio de cultivo (D.O.600nm inicial de 0,05) 

Tempo Fonte de 
Variação 

Grau de 
Liberdade 

(G.L) 

Soma 
Quadrática 

Média da 
Soma 

Quadrática 

Valor F  P-Valor 

24 h Regressão 2 10452,2 5226,10 9,66 0,002* 
 Linear 1 4021,8 9011,74 16,65 0,001* 
 Quadrática 1 6430,4 6430,43 11,88 0,004* 
 Resíduo 15 8118,1 541,21   
 Falta de 

Ajuste 
2 8078,9 4039,43 1337,44 0,000* 

 Erro Puro 13 39,3 3,02   
 Total 17 18570,3    
       

48 h Regressão 2 176241 88121 8,75 0,003* 
 Linear 1 72324 148689 14,76 0,002* 
 Quadrática 1 103917 103917 10,31 0,006* 
 Resíduo 15 151121 10075   
 Falta de 

Ajuste 
2 149487 74743 594,50 0,000* 

 Erro Puro 13 1634 126   
 Total 17 327362    
       

96 h Regressão 2 8804,7 4402,33 8,72 0,003* 
 Linear 1 3387,8 2913,28 5,77 0,030* 
 Quadrática 1 5416,9 5416,85 10,73 0,005* 
 Resíduo 15 7572,8 504,85   
 Falta de 

Ajuste 
2 7543,7 3771,87 1689,80 0,000* 

 Erro Puro 13 29,0 2,23   
 Total 17 16377,4    

* Significativo ao nível de 5% (P<0,05) 

Os valores dos coeficientes de determinação (R2) obtidos foram, respectivamente 
0,5628, 0,5384  e 0,5720, o que significa que os modelos ajustados explicam 56,28 %, 
53,84 % e 57,20 % da variação observada nos dados obtidos nos tempos de 24, 48 e 96 
horas após inoculação do meio de cultivo. No entanto, considerando a contribuição do 
erro puro, o valor máximo de variação explicável é de 99,97 %, 99,99 % e 99,99 %, 
respectivamente. 

Observa-se, nas três superfícies de resposta descritas pelos modelos de 
regressão ajustados para os tempos de 24, 48 e 96 horas (Figura 3.3), que o 
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ramnolipídeo apresenta efeito inibitório na adesão celular de D. nigrificans no intervalo 
compreendido entre 0 e 1,6 vezes o valor da sua concentração micelar crítica (CMC). 
Nesse intervalo, nota-se diminuição na adesão celular à medida que a concentração 
desse composto aumenta, atingindo-se o ponto de mínima concentração de células 
aderidas no intervalo entre 1,0 e 1,6 vezes o valor da CMC do ramnolipídeo. Entretanto, a 
adesão celular apresenta tendência ao aumento quando concentrações superiores a 
esse intervalo são utilizadas. Portanto, concentrações de ramnolipídeo mais eficientes na 
inibição da adesão de D. nigrificans a cupons de aço inoxidável AISI 304, em 24, 48 e 96 
horas após a inoculação do meio de cultivo e nas condições utilizadas nesse 
experimento, correspondem às concentrações compreendidas entre 1,0 e 1,6 vezes o 
valor da sua CMC, ou seja, entre 50 e 80 mg L-1. 

 De acordo com os valores estimados dos coeficientes lineares e quadráticos para 
esses tempos, verifica-se que o efeito do ramnolipídeo na inibição da adesão de D. 

nigrificans é semelhante nos tempos de 24 e 96 horas após inoculação. Entretanto, esse 
efeito é aproximadamente quatro vezes maior no tempo de 48 horas após inoculação do 
meio de cultivo, quando comparado ao obtido em 24 e 96 horas.  

Apesar de o mecanismo de ação do ramnolipídeo em processos de inibição da 
adesão bacteriana ser desconhecido, é sugerido que ele altere as propriedades de carga, 
interferindo nas interações célula-célula e célula substrato, promovendo a dispersão de 
células e prevenindo a colonização de superfícies (DAVEY et al., 2003; CHEN et al., 
2004; SCHOOLING et al., 2004). Os surfactantes produzidos por microrganismos são 
capazes ainda de modificar a hidrofobicidade da superfície bacteriana e, 
consequentemente, alteram os processos de adesão bacteriana em superfícies (AHIMOU 
et al., 2000). Além disso, tem sido proposto que a afinidade dos grupos hidrofóbicos dos 
surfactantes pelas membranas possa romper ligações entre lipídeos e proteínas, 
desestruturando a membrana das células bacterianas (SZYMAŃSKA, et al., 2001) e 
impedindo a formação de biofilmes.   
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Figura 3.3. Variação do número de células de D. nigrificans aderidas a cupons de aço 
inoxidável AISI 304 em função da concentração de ramnolipídeo, nos tempos de 24 (a), 
48 (b) e 96 horas (c) após a inoculação. A bactéria foi cultivada em frascos Erlenmeyer 
contendo meio Baars anaeróbio a 55 ºC em câmara anaeróbia (D.O.600nm inicial de 0,05). 
CMC representa a concentração micelar crítica. 

 

a) 24 h 

b) 48 h 

c) 96 h 
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 O envolvimento do biossurfactante ramnolipídeo em eventos de dispersão e 
inibição da formação de biofilmes bacterianos tem sido reportado em outros trabalhos. 
SCHOOLING et al. (2004) verificaram que a adição de diramnolipídeo (200 mg L-1) ao 
meio de cultura inibiu a formação de biofilme por Pseudomonas aeruginosa PAO01 em 
superfície de vidro, incubada a 37 ºC e a 100 rpm. No entanto, a transferência do biofilme 
formado por um período de 20 horas de cultivo ao meio suplementado com ramnolipídeo 
(200 mg L-1) praticamente não afetou a sua estrutura, indicando que esse biossurfactante 
apresenta maior efeito sobre a adesão bacteriana do que na dispersão de biofilmes 
formados por P. aeruginosa PAO01, nas condições avaliadas. Observações similares 
foram reportadas por DAVEY et al., (2003), utilizando a mesma linhagem bacteriana, 
porém meio de cultura e condições de cultivo diferentes. Eles verificaram que a adição de 
diramnolipídeo (162,5 mg L-1) inibiu a formação de biofilme por P. aeruginosa PAO01 em 
superfície de polivinilcloreto.  

Ramnolipídeo produzido por P. aeruginosa também desagregou, em 24 horas, 
biofilme formado pelo patógeno Bordetella bronchiseptica em superfícies de poliestireno 
(microplacas) (IRIE et al., 2005). A desagregação do biofilme não foi aparentemente 
causada por atividade bactericida, uma vez que a maioria das células liberadas 
permaneceu viável. A capacidade desse biossurfactante em romper biofilmes formados 
por bactérias patogênicas é crítico para estratégias de tratamento de doenças, uma vez 
que pode facilitar o acesso de antibióticos às células bacterianas liberadas do biofilme.  

No presente trabalho, concentrações crescentes da mistura de mono e 
diramnolipídeo (0 a 80 mg L-1) diminuíram significativamente a adesão de D. nigrificans à 
superfície de aço inoxidável. A formação de micelas parece ser um fator importante 
nesse processo, uma vez que a inibição da adesão foi máxima quando a concentração 
de ramnolipídeo atingiu valores entre 1,0 e 1,6 vezes a sua CMC. Esses resultados 
corroboram os de CHEN et al. (2004), que utilizaram concentrações crescentes de 
ramnolipídeo (100, 200, 400 e 800 mg  L-1) para desagregar biofilmes formados pelas 
bactérias gram positivas Lactobacillus casei e Streptococcus mitis  em sistema poroso 
de areia. O aumento das concentrações do ramnolipídeo injetado nos sistemas 
favoreceu a diminuição das interações entre célula e areia, e menos células 
permaneceram retidas na matriz porosa.  
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3.4. CONCLUSÕES 
    
 Molibdato de sódio foi o composto com ação mais rápida na inibição da adesão 
celular, uma vez que foi o único com efeito estatisticamente significativo no tempo 
referente a 8 horas de tratamento.  

A concentração de molibdato de sódio na qual ocorre máxima inibição da adesão 
de D. nigrificans, 8 horas após a inoculação do meio de cultivo, foi de 1,5 mmol L-1.  

 O biossurfactante constituído de mono e diramnolipídeo foi o agente inibidor que 
apresentou efeito mais satisfatório na inibição da adesão celular, sendo eficaz nos 
tempos de 24, 48 e 96 horas após a inoculação dos meios de cultivo.  

A concentração de ramnolipídeo na qual ocorre máxima inibição da adesão de D. 

nigrificans, no período entre 24 e 96 horas após a inoculação do meio de cultivo, situa-se 
no intervalo entre 1,0 e 1,6 vezes o valor da sua CMC, ou seja, entre 50 e 80 mg L-1 de 
ramnolipídeo. 

 Os resultados obtidos no presente trabalho incentivam pesquisas direcionadas à 
utilização do biossurfactante ramnolipídeo na inibição da formação de biofilmes por 
bactérias redutoras de sulfato gram positivas, termofílicas e formadoras de esporos, 
potencialmente prevenindo a biocorrosão causada por esse grupo bacteriano. 
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