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RESUMO

VICENTE, BIANCA JESUS. PRODUGAO BACTERIANA DE MOLECULAS
TENSOATIVAS PARA FINS BIOTECNOLOGICOS. 2024. 96 f. Dissertagdo

(Mestrado em Biotecnologia), Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2024.

Produzidos por microrganismos, os biossurfactantes s&o moléculas anfipaticas,
biodegradaveis e de baixa toxicidade, com propriedades emulsificantes e tensoativas,
além de possuirem maior estabilidade do que os surfactantes sintéticos sob condi¢oes
extremas. Este estudo teve por objetivo produzir, extrair, caracterizar e aplicar
biossurfactantes oriundos de bactérias dos géneros Acinetobacter, Bacillus e
Pseudomonas isoladas de alho roxo comercializado na regido norte do Parana. Para
tanto, realizou-se um teste inicial com o intuito de verificar a capacidade de producgéao
de biossurfactante das bactérias. A linhagem que produziu o biossurfactante com
melhor indice de emulsificagdo de 24h (IE24) foi selecionada para prosseguimento da
pesquisa. Apds a selecao, avaliou-se a producado de biossurfactante em meios de
cultivo com diferentes composicées. Em seguida, verificou-se a estabilidade da
emulsao em funcédo de tempo, temperatura, pH e concentragao salina. Avaliou-se a
atividade emulsificante com diferentes compostos hidrofébicos, a capacidade de
dispersao de 6leo de motor usado, a citotoxicidade, a atividade antiviral e antioxidante.
Além disso, realizou-se a caracterizacao do biossurfactante extraido. Bacillus cereus
UELAsF2.2 apresentou um IE24 (58,53 + 4,01%) superior as demais culturas (p <
0,05), sendo escolhida para o prosseguimento do estudo. Dentre os diferentes meios
de cultivo testados, os melhores resultados de IE24 foram nos meios Dyg'’s total (64,87
t 2,2%), Dyg’s sem glicose (62,13 + 0,7%), Dyg’s sem glicose + 2% de 6leo de soja
usado (60,8 + 1,6%), Dyg’s sem glicose e peptona + 2% de 6leo de soja usado (60,43
1 0,6%) e Dyg’s sem glicose e extrato de levedura + 2% de 6leo de soja usado (63,47
1 0,5%), ndo havendo diferenga estatistica entre eles. Os biossurfactantes produzidos
nessas condigdes apresentaram ainda, capacidade de emulsificagdo para compostos
hidrofébicos como hexadecano (IE24= 64,5%), estabilidade da emulsdo ao longo de
60 dias e frente a variacdes de temperatura e salinidade. Foi possivel verificar que o
meio de cultivo teve influéncia na estabilidade frente a variagbes de pH. O
biossurfactante n&do foi considerado citotéxico para a linhagem celular Vero ATCC
CCL81, com mais de 70% de viabilidade celular na concentragdo de 500 ug/mL. O



biossurfactante exibiu atividade antiviral contra o Herpes virus simples 1 (HSV-1)
(cepa KOS) com 100% de inibicdo na concentracdo de 400 ug/mL. Apresentou
também atividade antioxidante, determinada pelos métodos DPPH- e inibicado dos
radicais ABTS. As analises de FT-IR e HPLC mostraram que o biossurfactante
produzido pela bactéria Bacillus cereus apresenta similaridades quimicas de

surfactina, pertencente a classe dos lipopeptideos.

Palavras-chaves: Biossurfactante; Bacillus cereus; Lipopeptideos e Surfactina.



ABSTRACT

VICENTE, BIANCA JESUS. BACTERIAL PRODUCTION OF SURFACTANT
MOLECULES FOR BIOTECHNOLOGICAL PURPOSES. 2024. 96 f. Dissertation

(Master’s degree in Biotecnology), State University of Londrina, Londrina, 2024.

Produced by microorganisms, biosurfactants are amphipathic, biodegradable, and
low-toxicity molecules with emulsifying and tensioactive properties, as well as greater
stability under extreme conditions compared to synthetic surfactants. This study aimed
to produce, extract, characterize, and apply biosurfactants derived from bacteria of the
Acinetobacter, Bacillus, and Pseudomonas genera isolated from commercially
available purple garlic in the northern region of Parana. To achieve this, an initial test
was conducted to verify the biosurfactant production capacity of the bacteria. The
strain that produced the biosurfactant with the best emulsification index of 24h (El24)
was selected for further investigation. After selection, biosurfactant production was
evaluated in culture media with different compositions. The stability of the emulsion
was then assessed concerning time, temperature, pH, and saline concentration. The
emulsifying activity with different hydrophobic compounds, the dispersion capacity of
used engine oil, cytotoxicity, antiviral and antioxidant activity were evaluated.
Furthermore, the extracted biosurfactant was characterized. Bacillus cereus
UELAsF2.2 exhibited a superior EI124 (568.53 + 4.01%) compared to other cultures (p <
0.05) and was chosen for further study. Among the different culture media, the best
results were obtained in Dyg’s total (64.87 + 2.2%), Dyg’s without glucose (62.13 +
0.7%), Dyg's without glucose + used soybean oil (60.8 £ 1.6), Dyg's without glucose +
used soybean oil (60.43 £ 0.6%), and Dyg's without glucose + used soybean oil (63.47
+ 0.5%), with no statistical difference between them. The biosurfactants produced
under these conditions also showed emulsification capacity for hydrophobic
compounds such as hexadecane (IE24= 64.5%), emulsion stability over 60 days and
against variations in temperature and salinity. It was possible to verify that the
cultivation medium had an influence on stability against pH variations. The
biosurfactant was not considered cytotoxic for the Vero ATCC CCL81 cell line, with
more than 70% cell viability at a concentration of 500 ug/mL. The biosurfactant
exhibited antiviral activity against Herpes Simplex Virus 1 (HSV-1) (strain KOS) with

100% inhibition at a concentration of 400 ug/mL. It also presented antioxidant activity,



determined by the DPPHe and inhibition of the ABTS radical methods. FT-IR and HPLC
analyzes revealed that the biosurfactant produced by the bacteria Bacillus cereus is a

surfactin, belonging to the lipopeptide class.

Key words: Biosurfactant; Bacillus cereus; Lipopeptides and Surfactin.
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1. INTRODUGAO

Os surfactantes sdo compostos quimicos caracterizados pela sua capacidade de
diminuicdo da tensao superficial e pela sua atividade emulsificante. A maior parte dos
surfactantes utilizado pelas industrias tem a sua origem derivada do petréleo, sendo
denominado de surfactante de origem quimica ou petroquimica (BJERK et al., 2021;
FELIPE; DIAS, 2017).

Apesar de serem muito explorados em diversos campos e terem uma 6tima
eficacia nos produtos utilizados, nos ultimos anos vem se buscando uma nova
alternativa para os surfactantes de origem quimica. A utilizagao de produtos derivados
do petrdleo tem a grande desvantagem de serem derivados de uma fonte nao
renovavel e que também traz grandes prejuizos para o meio ambiente (BJERK et al.,
2021; NAUGHTON et al., 2019).

A producéo, utilizacdo e o descarte de surfactante de origem quimica geram
grandes danos ao ambiente, principalmente aos corpos hidricos, pois quando sao
descartados nessas aguas, acabam reduzindo a tenséo superficial e assim diminuindo
a taxa de evaporagao, além de aumentar a solubilidade de compostos orgéanicos ali
presentes. Além disso, a formagao de espuma que os surfactantes provocam, dificulta
a penetragao dos raios solares, reduz a solubilidade do oxigénio e como consequéncia
acaba provocando a morte dos seres que habitam aquele ecossistema (FELIPE;
DIAS, 2017).

Em virtude dos problemas causados pelos surfactantes sintéticos, nos ultimos
anos vem se destacando os biossurfactantes, que sao uma alternativa para os
surfactantes derivados do petréleo. Os biossurfactantes possuem as mesmas
caracteristicas fisico-quimicas dos surfactantes convencionais, além de terem mais
beneficios, como estabilidade de suas propriedades e biodegradabilidade
(MARCELINO, 2017).

Biossurfactantes ou biotensoativos sao surfactantes de origem microbiana, que
podem ser produzidos através do metabolismo de bactérias, leveduras e fungos
filamentosos. Sdo compostos que possuem caracteristicas anfipaticas, isto é,
possuem em sua estrutura grupos hidrofébicos (apolares) e hidrofilicos (polares)
(ALMEIDA et al., 2020; ARAUJO; FREIRE; NITSCHKE, 2013).
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A maior parte dos biossurfactantes citados na literatura é produzida por
microrganismos como Pseudomonas sp., Acinetobacter sp., Bacillus sp. e Candida
sp. isolados dos mais diversos ambientes. Neste estudo foi avaliado a producéo de
biossurfactantes por bactérias (Acinetobacter rudis, Bacillus cereus e Pseudomonas
putida) isoladas de alhos comercializados no norte do Parana. A estabilidade da
atividade emulsificante, a capacidade de emulsificagdo, propriedades bioldgicas
(citotoxicidade, atividade antiviral e antioxidante) e a identidade quimica do

biossurfactante foram também objetivos de estudo neste trabalho.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a capacidade de producgao e aplicacédo de biossurfactantes por bactérias
dos géneros Acinetobacter, Bacillus e Pseudomonas isoladas de alho roxo

comercializado no norte do Parana.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Testar isolados bacterianos como produtores de biossurfactantes;

e Avaliar a producao de biossurfactantes bacterianos em fermentacdo submersa
variando a composi¢cdo do meio;

e Selecionar o microrganismo com maior potencial para produzir biossurfactantes;

e Aplicar métodos qualitativos de atividade emulsificante e dispersao em 6leo para
identificar microrganismos produtores de biossurfactantes;

¢ Avaliar a estabilidade da atividade emulsificante frente a variacées de tempo, pH,
salinidade e temperatura;

e Avaliar a capacidade do biossurfactante em emulsionar diferentes compostos
hidrofébicos;

e Avaliar as propriedades biologicas de atividade citotoxica, atividade antiviral e seu
mecanismo de acgao e atividade antioxidante;

e Caracterizar quimicamente os biossurfactantes.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 BIOSSURFACTANTES

3.1.1 Propriedades

Os biossurfactantes sdo surfactantes de origem microbiana que podem ser
produzidos pelo metabolismo de microrganismos como bactérias, leveduras e fungos
filamentosos. Sdo compostos com caracteristicas anfipaticas, isto €, possuem em sua
estrutura grupos hidrofébicos (apolares) e hidrofilicos (polares) (BJERK et al., 2021;
ALMEIDA et al., 2020; ARAUJO; FREIRE; NITSCHKE, 2013).

A producao desse metabdlito esta relacionada a sobrevivéncia e a adaptacéo,
uma vez que, através da sua produgdo, o microrganismo pode aumentar a
solubilidade de compostos, e dessa forma, ter maior disponibilidade e competitividade
por nutrientes, permitindo o seu crescimento e aumentando as chances de
sobrevivéncia no ambiente (FELIPE; DIAS, 2017; ARAUJO; FREIRE; NITSCHKE,
2013).

Biossurfactantes possuem a capacidade de reduzir a tensao superficial (ar-
agua) ou interfacial (6leo-agua) e apresentam também atividade emulsificante. Além
disso, sdo estaveis quando expostos a condi¢cdes extremas de pH e temperatura, o
que é uma grande vantagem, pois os surfactantes de origem quimica tornam-se
inativos quando submetidos a variagbes extremas de temperatura, pH e salinidade
(OLIVEIRA et al., 2022; BJERK et al., 2021; ALMEIDA et al., 2020; NAGY, 2018).

Biossurfactantes possuem baixa toxicidade e sdo mais biodegradaveis
quando comparados com os surfactantes de origem quimica, além de poderem ser
produzidos a partir de fontes renovaveis e por diversos microrganismos (WANG et al.,
2023; OLIVEIRA et al., 2022; BJERK et al., 2021; ALMEIDA et al., 2020; NAGY, 2018).

Os surfactantes produzidos por microrganismos podem apresentar diferengas
na estrutura, composi¢cao quimica e propriedades. E essas caracteristicas fisico-
quimicas podem ser influenciadas pelas condicbes do meio onde o microrganismo se
desenvolve para produzir esse metabdlito especifico, como por exemplo, a natureza
dos substratos, a concentracbes de ions, o meio de cultura e condicao utilizada
durante o processo fermentativo (OLIVEIRA et al., 2022; ALMEIDA et al., 2020).
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Como mencionado anteriormente, os biossurfactantes possuem a capacidade
de diminuir a tensdo superficial de um meio liquido. A tensdo superficial € um
fendmeno fisico que ocorre na superficie de um liquido, devido ao desequilibrio entre
as forcas de atracao entre as moléculas da superficie, resultando na formagao de uma
camada elastica nessa superficie. As moléculas internas e superficiais do meio liquido
diferem entre si pelas forgas as quais sao submetidas. As moléculas do interior sofrem
uma atracéo por todas as moléculas que estdo ao seu entorno, essa interacéao faz
com que se tenha uma forca de coesao nula no interior do meio. Ja na superficie,
ocorre uma desigualdade na for¢a de coesao, as moléculas na superficie sofrem uma
atracao para a lateral e para o interior do meio, isso acaba gerando a tensao superficial
(FIGURA 1A) (BATISTA, 2022; MARCELINO, 2017).

A presenga de porgdes hidrofilica e hidrofébica na estrutura dos
biossurfactantes permite que ele se distribua pela superficie do liquido ou nas
interfaces de compostos insoluveis. Esta distribuicdo pela interface provoca redugao
da forgca de coesao entre as moléculas do liquido, o que faz com que diminua a tensao
superficial e interfacial (FIGURA 1B). E considerado um biossurfactante eficiente,
aquele que for capaz de diminuir a tensao superficial da agua de 72 miliNewton por
metro (mN/m) para o valor para 30 mN/m (BJERK et al., 2021; NAGY, 2018).

O biossurfactante consegue reduzir a tensao superficial até chegar a um nivel
critico, denominado Concentragdo Micelar Critica (CMC), a qual é definida como a
concentracdo minima de biossurfactante necessaria para a redu¢cdo maxima da
tensao superficial, situacdo na qual comeca a formagao de micelas (DURVAL et al.,
2019; NAGY, 2018; FELIPE; DIAS, 2017; SANTOS; SILVA; COSTA, 2016).

A formacdo das micelas comeca quando as moléculas de tensoativo se
reunem, formando uma estrutura que se adapta ao meio em que esta presente. Em
meio apolar, a parte hidrofébica da molécula fica voltada para fora (Figura 2A). Ja em
meio polar, a parte hidrofilica fica voltada para fora da micela, como mostra a Figura
2B (DURVAL et al., 2019; NAGY, 2018; SANTOS; SILVA; COSTA, 2016).

Em comparagdo aos surfactantes quimicos, os surfactantes de origem
microbiana sdo mais eficientes porque diminuem ainda mais a tensao superficial,
apresentando valores menores de CMC. Dado que, para uma diminuicdo maxima da
tensdo superficial, &€ necessaria uma quantidade menor de biossurfactante
(DRAKONTIS; AMIN, 2020).
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Figura 1 — Representacao da forga de atracado entre as moléculas da superficie e
moléculas internas em um meio fluido, sem biossurfactante (A) e apés adi¢cao do
biossurfactante (B)
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Fonte: “Adaptado de” BATISTA (2022).

Figura 2 — llustragéo representativa da formagao de micelas em meio apolar (A) e
meio polar (B)
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A emulséo é um sistema polifasico, onde liquidos imisciveis se encontram em
uma fase fragmentada dispersa em uma fase continua. Esse sistema possui uma
estabilidade variavel, e a partir de um dado tempo (minutos a alguns anos), as fases
que o compdem se separam (MARCELINO, 2017; FRANZOL; REZENDE, 2015).

Alguns biossurfactantes possuem a propriedade de estabilizar emulsdes,
fazendo com que eles retardem a separacao entre as fases imisciveis, tendo assim
uma agao emulsionante. E um importante parametro para avaliar essa agao
emulsificante é através do indice de Emulsificacéo (IE), sendo considerado um bom
agente emulsificante aquele com capacidade de manter a estabilidade de substancias
com diferentes graus de polaridades com valores de |IE acima de 50% apés 24 horas
(MAIA, 2017; MARCELINO, 2017; BARROS; QUADROS; PASTORE, 2008).

3.1.2 Classificacao

A porgao polar dos biossurfactantes pode ser simples, sendo composta por
um carboxilato ou um grupo hidroxil, ou também podendo ser composta por fosfato,
carboidrato e aminoacidos. A porcao apolar quase sempre € composta por cadeia
hidrocarbbnica de um ou mais acidos graxos (saturados, insaturados, hidroxilados ou
ramificados) (NAGY, 2018; ARAUJO; FREIRE; NITSCHKE, 2013).

A classificagado dos biossurfactantes ocorre de acordo com a sua estrutura e
com O microrganismo produtor, assim sao classificados em: glicolipidios,
lipopeptideos, fosfolipidios, compostos poliméricos e lipidios neutros (WANG et al.,
2023; OLIVEIRA et al., 2022; ALMEIDA et al., 2020; ARAUJO; FREIRE; NITSCHKE,
2013).

3.1.2.1 Glicolipidios

Glicolipidios correspondem a um dos grupos mais amplos de
biossurfactantes, sdo compostos por acidos graxos e carboidratos, tendo como
principais exemplos os ramnolipidios, soforolipidos, manosileritritol lipidio e
trealolipidios. As bactérias do género Pseudomonas estdo entre os microrganismos

mais descritos na literatura como produtoras de biossurfactantes desta classe, sendo



26

a P. aeruginosa a mais relatada como produtora de ramnolipidio (OLIVEIRA et al.,
2022; RAHEEL et al., 2022; ARAUJO; FREIRE; NITSCHKE, 2013).

O ramnolipidio apresenta em sua estrutura unidades de ramnose ligadas a
uma, duas ou trés cadeias de acido R-hidroxidecandico, o qual pode apresentar
comprimento variado de 8 a 22 carbonos (Figura 3A). Diferentes substratos usados
no processo fermentativo para o desenvolvimento do microrganismo, como alcenos,
citratos, glicose, frutose, azeite de oliva, entre outros, influenciam nas caracteristicas
fisico-quimicas dos ramnolipidios produzidos (OLIVEIRA et al., 2022; DRAKONTIS;
AMIN, 2020; ARAUJO; FREIRE; NITSCHKE, 2013).

Ja os soforolipidios sao produzidos por leveduras e apresentam em sua
estrutura um dissacarideo (soforose) ligado a um acido graxo contendo um grupo
hidroxil (Figura 3B). E a levedura Starmerella bombicola se destaca como principal
produtora desse biossurfactante (TO et al., 2023; WANG et al., 2023; VIEIRA et al.,
2021; BJERK et al., 2021).

Figura 3 - Estrutura dos principais biossurfactantes da classe dos glicolipideos: (A)
ramnolipidio e (B) soforolipidio
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Fonte: Adaptado de DESAI; BANAT (1997).

3.1.2.2 Lipopeptideos

Os lipopeptideos sao a classe de biossurfactante mais estudada. Esses

biossurfactantes sdo compostos por porcdes lipidicas ligadas a uma cadeia peptidica,
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com seus aminoacidos dispostos em forma ciclica (VALDES-VELASCO et al., 2022;
BJERK et al., 2021).

Existem pelo menos 263 compostos lipopeptideos que sao reunidos em 31
familias, sendo produzidos por 11 géneros diferentes de bactérias e fungos. As
bactérias do género Bacillus sdo as mais estudadas e relatadas como produtoras
dessa classe. E possivel que diferentes linhagens de bactérias possam produzir
moléculas de biossurfactante com estruturas semelhantes, e uma mesma linhagem
pode ser capaz de sintetizar simultaneamente lipopeptideos pertencendo a diferentes
familias (ZHOU et al., 2020; SANTIAGO, 2019; COUTTE et al., 2017).

Essa classe de biossurfactantes apresentam propriedade emulsificante e a
maioria dos lipopeptideos possuem atividades antimicrobianas, quando interagem
solubilizando a bicamada lipidica das membranas biolégicas (SANTIAGO, 2019;
COUTTE et al., 2017).

Os principais representantes dessa classe sao a surfactina e iturina, que se
distinguem entre si pelo comprimento da cadeia carbbnica e a sequéncia de
aminoacidos (SANTIAGO, 2019).

3.1.2.2.1 lturina

lturina € uma familia de lipopeptideos ciclicos, que apresenta diferencas
estruturais dentro dos seus membros da familia, tendo uma estrutura peptidica ciclica
composta por sete a-aminoacidos, um [(-aminoacido e um acido graxo com
comprimento que varia de C14 a C17 (CAROLIN C; KUMAR; NGUEAGNI, 2021;
MNIF; GHRIBI, 2015).

A familia Iturina € composta pela Iturina A, D e E, e as variantes micosubtilina
e bacilomicina (D, F, L). Essas moléculas se diferenciam pela posi¢do e composigéo
dos aminodacidos e no comprimento dos acidos graxos (WAN et al., 2022).

A lturina A é a variante mais estudada dentro dessa classe, pois apresenta
excelente atividade antifungica. A iturina A apresenta uma sequéncia de aminoacidos
em seu heptapeptideo composta por L-Asparagina, D-Tirosina, D-Asparagina, L-
Glutamina, L-Prolina, D-Asparagina e L-Serina. Seu acido graxo esta ligado ao
primeiro aminoacido e o anel peptidico ocorre pela unido entre o primeiro e o ultimo
aminoacido por uma ligagdo amida (Figura 4) (WAN et al., 2022; ZHOU et al., 2020;
GEISSLER et al., 2019).
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As iturinas D e E, diferem da iturina A, pela presenca de um grupo carboxila
livre na iturina D e um grupo carboximetil na iturina E. Ja as variantes bacilomicina D,
F, L e micosubtilina apresentam diferencas nas sequéncias de aminoacidos dos
heptapeptideos (WAN et al., 2022; ZHOU et al., 2020).

Figura 4 - Estrutura quimica de congénere representativo de iturina

Fonte: GEISSLER et al. (2019).

3.1.2.2.2 Surfactina

A surfactina € um biossurfactante anibénico que pertence a classe dos
lipopeptideos ciclicos, sendo o biossurfactante mais estudado. A porgéo hidrofilica €
composta por sete aminoacidos (L-glutdmico, L-leucina, D-leucina, L-valina, L-
aspartato, D-leucina e L-leucina) que formam um anel peptidico. O peptideo ciclico
esta ligado a um acido graxo de 13 a 15C. A presencga dos aminoacidos L-glutamico
e L-aspartato, confere a surfactina duas cargas negativas em pH fisiolégico, possuindo
um pKentre 5,5 e 6,0, estando em pH 5,5 completamente protonada. A porcéo lipidica
€ composta por um acido graxo R-hidroxilado contendo de 13 a 16 carbonos ligado ao
primeiro aminoacido (Figura 5) (ALBORNOZ; OYARZUN; BURGESS, 2024; BJERK
et al.,2021; GEISSLER et al., 2019; NAGY, 2018; ARAUJO; FREIRE; NITSCHKE,
2013).
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A surfactina pode ser dividida em isoformas, que apresentam diferentes
composi¢cdes de aminoacidos, e ter subdivisbes em séries homaologas, que variam no
numero de carbono da cadeia lipidica (Figura 6). A surfactina possui mais de 30
congéneres diferentes e, embora as sequéncias de aminoacidos dos homologos da
surfactina sejam idénticas, suas atividades bioldgicas sao distintas apenas devido as
diferentes cadeias alquilas (GEISSLER et al., 2019; SANTIAGO, 2019).

Figura 5 - Estrutura quimica da isoforma da surfactina
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Figura 6 — Representacao da classificacao dos congéneres de surfactina
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3.1.2.2.3 Sintese de lipopeptideos ciclicos

Os lipopeptideos ciclicos produzidos por espécies de Bacillus sao
codificados por peptideos sintetases nao ribossémicos (Nonribosomal peptide
synthetases - NRPSs), que sdo grandes complexos multienzimaticos organizados
em médulos (Figura 7). Cada modulo é responsavel por um ciclo de reacgéo, no qual
€ incorporado um aminoacido especifico em uma estrutura peptidica. Esses modulos
sdo compostos por diferentes dominios, tais como: o dominio de adenilagao (A)
que consiste em um grande subdominio N-terminal e um pequeno subdominio C-
terminal, que atuam juntos para reconhecer especificamente o substrato e ativa-lo
através da ligacao do AMP ao grupo hidroxila C-terminal; o dominio de tiolagao (T)
onde o substrato ativado é unido ao PCP; o da proteina transportadora de peptidil
(PCP) que passa o substrato para o dominio C; de condensagao (C) que forma uma
nova ligacao peptidica entre dois médulos adjacentes e o dominio de tioesterase
(TE) que libera o produto como peptideo ciclico (Ql et al., 2023; BONHOMME;
DESSEN; MACHEBOEUF, 2021; THEATRE et al., 2021; DEGEN et al., 2019;
GEISSLER et al., 2019).

O NRPS da surfactina é codificado pelo gene operon-sfp srfA, sendo a
surfactina sintetizada por um complexo de trés grandes subunidades de surfactina
sintetase que consistem em trés modulos de leitura srfAA, srfAB e sr-fAC. Essas
subunidades NRPS sao responsaveis por montar a cadeia peptidica, onde a
subunidade srfAA é responsavel pela incorporacao do Glu, Leu e D-Leu; a srfAB é
pela incorporacao de Val, Asp e D-Leu e a srfAC pela incorporacgao de L-Leu. Existe
também a subunidade srfAD, que ndo esta diretamente envolvida no processo de
alongamento da cadeia peptidica, que é responsavel por sintetizar uma tioesterase
externa do tipo Il que possui a fungédo de reciclar dominios da PCP mal iniciados
(GEISSLER et al., 2019; DHALI et al., 2017).

A porgao lipidica das surfactinas e da maioria dos lipopeptideos microbianos
€ introduzida diretamente no inicio da biossintese, que comeg¢a com um acido graxo
ativado por CoA. O acido graxo ativado, é reconhecido pelo dominio C do primeiro
modulo da subunidade srfAA, que catalisa a acilagdo com o grupo amino do primeiro
aminoé&cido a ser incorporado (THEATRE et al., 2021; GEISSLER et al., 2019).

A cadeia peptidica é alongada na subunidade SrfAA, SrfAB e SrfAC, na qual

o0 dominio PCP passa o substrato para o dominio C, onde os aminoacidos sao
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fundidos através da formacéao de ligagdes peptidicas. O ultimo médulo do SrfAA e
SrfAB contém adicionalmente um dominio de epimerizagao, que converte L-Leu em
D-Leu. A ultima subunidade SrfAC é composta por um dominio TE que libera o
lipopeptideo e catalisa a reagao entre o primeiro e o ultimo aminoacido da cadeia
peptidica formando uma macrolactona. A subunidade SrfAD possui um segundo
dominio TE (enzima de reparo) que corrige dominios mal iniciados durante a
montagem do NRPS. A liberagdo da molécula de surfactina do complexo enzimatico
finaliza a biossintese da surfactina, entado ela é excretada por difusdo passiva pela
membrana citoplasmatica bacteriana (BONHOMME; DESSEN; MACHEBOEUF,
2021; THEATRE et al., 2021; DEGEN et al., 2019; GEISSLER et al., 2019).

E descrito que esse processo de produgdo da surfactina ocorra no final da
fase exponencial e inicio da fase estacionaria de crescimento microbiano

(OLIVEIRA, 20086).

Figura 7 — Esquema da biossintese de surfactina em Bacillus

SrfA-A SrfA-B SIfA-C

Médulo 1 Médulo 2 Médulo 3 Médulo 4 Modulo 5 Modulo 6 Modulo 7

L, Ciclizagdo

Lipopeptideo ciclico

Fonte: Adaptado de KOGLIN et al. (2008).
C: dominio de condensagéo; A: dominio de adenilagdo; PCP: dominio da proteina transportadora de
peptideo; E: dominio de epimerizagao; TE: dominio tioesterase.

3.1.2.3 Fosfolipidios

Os fosfolipidios sdo constituidos por acidos graxos ou lipidios neutros e

grupos fosfato (Figura 8). Esta classe de biossurfactante é produzida por leveduras e
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bactérias que utilizam alcanos como fonte de carbono e energia para o crescimento
(FELIPE; DIAS, 2017; FELIX, 2012).

Figura 8 - Estrutura quimica da molécula de fosfolipidios
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Fonte: PILLING et al. (2015).

3.1.2.4 Biossurfactantes poliméricos

Os biossurfactantes poliméricos ou lipopolissacarideos sado caracterizados
por acidos graxos e polissacarideos ligados covalentemente. Os lipopolissacarideos
mais conhecidos sdo o liposan e o emulsan (FELIPE; DIAS, 2017; FELIX, 2012;
NITSCHKE; PASTORE, 2002).

O liposan é produzido pela Candida lipolytica, sendo composto por 83% de
carboidratos e 17% de proteinas. Suas por¢des proteicas conferem-lhe propriedades
emulsificantes. Ja o emulsan é produzido pela bactéria Acinetobacter calcoaceticus,

sendo um polimero lipo-heteropolissacarideo (ALIZADEH-SANI et al., 2018).

3.1.2.5 Biossurfactantes particulados

Os biossurfactantes particulados sao vesiculas extracelulares produzidas por
algumas bactérias, essas vesiculas apresentam elevada atividade tensoativa e
hidrofobicidade superficial. Além disso, sdo capazes de transportar alcanos para o
interior das células. As cianobactérias sdo um exemplo de microrganismos que
apresentam essa alta hidrofobicidade superficial (FELIPE; DIAS, 2017; FELIX, 2012;
ISLAS; MORENO; RODRIGUEZ, 2010).

3.2 MICRORGANISMOS PRODUTORES DE BIOSSURFACTANTES
Os microrganismos que sido capazes de produzir biossurfactantes podem

habitar tanto a agua (agua doce, subterranea e marinha) quanto a terra (solo,
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sedimentos e lama). Os biossurfactantes podem ser encontrados até mesmo em
ambientes extremos, com amplas faixas de temperatura, pH e salinidade
(AKINTOKUN; ADEBAJO; AKINREMI, 2017).

Como mencionado anteriormente, as bactérias do género Pseudomonas
estdo entre os microrganismos mais descritos na literatura como produtores de
glicolipidios, sendo a P. aeruginosa a mais relatada como produtora de ramnolipidio.
Outras espécies de Pseudomonas também sao relatadas como produtoras de
ramnolipidios, como P. chlororaphis, P. plantarii, P. putida e P. fluorescens (OLIVEIRA
et al., 2022; ARAUJO; FREIRE; NITSCHKE, 2013).

Pseudomonas putida € uma espécie bacteriana saprofitica, flagelada,
aerdbica, gram-negativa e que ndo produz esporos. E uma bactéria que possui um
rapido crescimento em meios com caréncia de nutrientes, ndo apresenta acao
patogénica e é usada em estudos ambientais porque € capaz de degradar muitos
compostos aromaticos. O biossurfactante produzido pela Pseudomonas putida possui
uma composicao, estruturas e fungdes comparados aos ramnolipidios produzidos por
espécies de P. aeruginosa (DIAS, 2019; RAZA; KHAN; KHALID, 2007)

Bactérias do género Bacillus tém sido muito estudadas e citadas devido sua
capacidade de producgao de biossurfactante. As espécies produtoras de metabdlitos
tensoativos mais relatadas sédo Bacillus licheniformis e Bacillus subtilis. Outras
espécies que também sao relatadas como produtoras sao Bacillus pumilus, Bacillus
amyloliquefaciens, Bacillus cereus, Bacillus salmalaya, Bacillus atrophaeus, Bacillus
brevies e Bacillus mojavensis (DURVAL et al., 2019; BASIT et al., 2018).

Bacillus cereus é bacilo Gram-positivo formador de esporos e possui
respiracdo aerdbica facultativa. E amplamente observado no ambiente e encontrado
em matéria organica em decomposigao, trato intestinal de invertebrados, em aguas
doces e marinhas e em vegetais (DURVAL et al., 2019; BOTTONE, 2010).

Devido a sua versatilidade metabdlica, as bactérias do género Acinetobacter

foram isoladas de diversas fontes ambientais como, amostras clinicas humanas e
animais, lodo e agua do mar. Algumas espécies possuem a caracteristica de serem
psicrotolerantes, tendo a capacidade de habitar ambientes com baixa temperatura.
Bactérias do género Acinetobacter sao conhecidas por terem a capacidade de
sintetizar biossurfactantes poliméricos (MUJUMDAR; JOSHI; KARVE, 2019; VAZ-
MOREIRA et al., 2011). O quadro 1 apresenta os biossurfactantes produzidos por

diferentes microrganismos
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Quadro 1 - Principais tipos de biossurfactantes e seus respectivos microrganismos

produtores

Classe de

Biossurfactante

Tipos

Microrganismos

Produtores

Referéncias

Ramnolipidios

Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas putida

Serratia rubidea

NAGY (2018); ARAUJO;
FREIRE; NITSCHKE (2013);
RAZA; KHAN; KHALID (2007);
NITSCHKE; PASTORE (2002)

Soforolipidios

Candida bombicola

SANTOS (2019b); SAJNA et al.

Glicolipidios (2015)
Manosileritritol Pseudozyma sp. SAJNA et al. (2015); BANAT et al.
Lipidio (2010)
Trealolipidios Rhodococcus erythopilis BANAT et al. (2010); NITSCHKE:
Mycobacterium sp. PASTORE (2002)
o Paenibacillus sp. NAGY (2018); SAJNA et al.
Polimixinas Bacil | (2015); NITSCHKE; PASTORE
acillus polymyxa (2002)
Subtilisinas Bacillus subtilis NITSCHKE; PASTORE (2002)
NAGY (2018); SAJNA et al.
Lipopeptideos | syrfactinas Bacillus subtilis (2015); ARAUJO; FREIRE;
NITSCHKE (2013); NITSCHKE;
PASTORE (2002)
Liquenisinas Bacillus licheniformis SAJINA et al. (2015); BANAT et
al. (2010)
Viscosina Pseudomonas fluorescens NAGY (2018); NITSCHKE;
PASTORE (2002)
L Acido graxo Corynebacterium lepus NAGY (2018); NITSCHKE;
Fosfolipidios PASTORE (2002)
Acidos graxos Fosfolipidios Nocardia erythropolis MARCAL NAGY (2018);

Lipidios neutros

NITSCHKE; PASTORE (2002)

Lipidios neutros

Thiobacillus thiooxidans

MARCAL NAGY (2018);
NITSCHKE; PASTORE (2002)

NAGY (2018); SAJNA et al.

Emulsan Acinetobacter calcoaceticus (2015); NITSCHKE; PASTORE
(2002)
Poliméricos Liposan Candida lipolytica NAGY (2018); SAJNA et al.
(2015)
Biodispersan Acinetobacter calcoaceticus NAGY (2018); NITSCHKE;
PASTORE (2002)
células Cianobacteria FELIPE; PlAS (2917); ISLAS;
Particulados MORENO; RODRIGUEZ (2010)
vesiculas Acinetobacter calcoaceticus FELIPE; DIAS (2017);

NITSCHKE; PASTORE (2002)

Fonte: Autoria propria.

3.3 CONDICOES DE PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTES

As caracteristicas quimicas e estruturais do biossurfactante sdo resultantes

das condigdes de cultivo do microrganismo, podendo ocorrer uma variagdo na
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composi¢cao quimica e estrutural. Sua producéao é influenciada por fatores como: a
natureza dos substratos utilizados, concentragdes de ions, meio de cultura e condi¢céo
de fermentagao aplicadas (OLIVEIRA et al., 2022; ALMEIDA et al., 2020; EHRHARDT,
2019).

Assim, conhecer as fontes de carbono e nitrogénio, bem como as condi¢gbes
de fermentagcdo como temperatura, pH, agitacdo, oxigenagdo e concentragdo de
nutrientes como fésforo, ferro e magnésio sdo de fundamental importéncia para se
obter um bom desenvolvimento do microrganismo e consequentemente uma
producao maxima de biossurfactante (EHRHARDT, 2019; NAGY, 2018; SANTOS et
al., 2018).

A maioria dos microrganismos que sao capazes de produzir biossurfactantes,
€ aerdbica e utilizam como fonte de carbono matéria-prima que contém carboidratos,
hidrocarbonetos, 6leos e gorduras ou até mesmo misturas desses compostos. E
dependendo da fonte de carbono utilizada como nutriente, a sintese de
biossurfactantes pode ser direcionada para uma das varias vias metabdlicas
envolvidas neste processo (BJERK et al., 2021; SANTOS et al., 2018).

O nitrogénio € um nutriente essencial para o crescimento celular, pois é
extremamente importante na sintese de proteinas e enzimas. Varias fontes de
nitrogénio podem ser utilizadas como substrato para a producao de biossurfactantes,
alguns exemplos seriam a milhocina, peptona e extrato de levedura. A concentragéo
ideal, varia conforme o meio de produg¢ao e o microrganismo que sera utilizado. Além
disso, diferentes cepas de um microrganismo podem apresentar preferéncia por
diferentes fontes de nitrogénio (NAGY, 2018; DAS; MUKHERJEE, 2007).

Micronutrientes como cobre e zinco, possuem grande importancia pois sao
nutrientes utilizados nos processos fisiolégicos das células, sendo considerados
metais essenciais. Mas, quando esses micronutrientes estdo presentes em altas
concentracbes, podem formar complexos inespecificos que sao potencialmente
téxicos aos organismos (CASTRO et al., 2020).

ions metalicos como chumbo, cadmio, mercurio e niquel sdo elementos que
possuem a capacidade de interferir nas vias metabdlicas dos microrganismos. Esses
elementos competem com os metais essenciais pelos sitios de ligagdo, e assim
acabam afetando a fosforilagdo oxidativa e bloqueando enzimas no sistema de
transporte de nutrientes, podendo, dessa forma, inviabilizar a atividade metabdlica e

levar a morte das células bacterianas. Assim, € importante ter controle e conhecimento
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dos substratos utilizados nos processos fermentativos, para evitar possiveis
contaminagdes com esses elementos e assim nao prejudicar toda a produgao
(CASTRO et al., 2020).

A producao de biossurfactante pode ocorrer pelo cultivo do microrganismo em
fermentacao em estado sélido (FES) ou por fermentagao submersa (FSm). Na FES o
cultivo ocorre em um substrato sélido e com umidade suficiente apenas para manter
o crescimento e o metabolismo do microrganismo, tendo entdo a auséncia de agua
livre. A FSm é constituida basicamente por agua e os nutrientes dissolvidos no meio
(FARINAS et al., 2014).

A FSm é o processo mais utilizado para a produgao de biossurfactante, pois
apresenta como vantagem um melhor controle dos parametros de cultivo. Entretanto,
tem como desvantagens a formagédo de espuma e o aumento da viscosidade, o que
causam uma diminuicdo na transferéncia de oxigénio, prejudicando a produtividade
do processo, além de dificultar a separacao e purificacdo do metabdlito. Agentes
antiespumantes tém sido usados para resolver essas questdes, porém, geram um
aumento nos custos de producdo (VALDES-VELASCO et al., 2022; PINTO, 2008).

A FES tem como vantagem em relacdo ao método submerso uma maior
transferéncia de oxigénio, nao formar espuma e também possui a vantagem de baixo
custo operacional e de consumo de energia. Contudo, apresenta como principais
desvantagens a dificuldade de controle dos niveis de umidade, pH, oxigénio, além de
que nem todo microrganismo consegue crescer em meio com baixa umidade
(VALDES-VELASCO et al., 2022; PINTO, 2008).

3.3.1 Aproveitamento de Residuos Como Fonte de Nutrientes

Um fator significativo que destaca os biossurfactantes, € o alto custo da sua
produgao em grande escala. Isso se deve aos baixos rendimentos pelos substratos
utilizados, dependéncia de processos estéreis, insumos de alto custo, dificuldade no
processo de recuperacdo e purificacdo dos biossurfactantes. Sendo assim, a
producao de biossurfactantes por microrganismos acaba nao conseguindo competir
comercialmente com os surfactantes de origem quimica, pois o seu valor final acaba
sendo mais caro (BANAT et al., 2014).

Reduzir o alto custo de producédo utilizando matérias-primas mais baratas, &

algo que vem sendo bem debatido e mostra que € um caminho promissor para o
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desenvolvimento de qualquer processo biotecnoldgico e o caminho para sucesso na
producao industrial de biossurfactantes (EHRHARDT, 2019).

A grande quantidade de residuos gerados pelas industrias, € uma questao
preocupante para a sociedade. Milhares de toneladas de residuos s&o gerados a cada
ano no mundo todo, no Brasil o setor agricola e industrial sdo responsaveis por uma
imensa quantidade e variedade de residuos (EHRHARDT, 2019; MARCELINO, 2017).

Assim, nos ultimos anos vem-se aumentando os estudos para destinos mais
sustentaveis desses residuos. E um possivel destino para esses residuos, € a sua
utilizagdo como recurso energético para os microrganismos durante o processo
fermentativo para a produgao de biossurfactante (EHRHARDT, 2019; NAGY, 2018).

A utilizacdo de matérias-primas de baixo custo para a producdo de
biossurfactantes traz o beneficio da reducéo do custo produtivo, obtendo assim maior
lucro e também a diminuicdo dos impactos ao meio ambiente gragas ao
aproveitamento desses residuos. Assim, o reuso de residuos se torna uma solugao
bem interessante para a producao de biossurfactantes em escala industrial (NAGY,
2018; SANTOS et al., 2018; MARCELINO, 2017).

Muitos residuos contém em sua composicdo uma rica quantidade de
carboidratos, proteinas e lipideos que podem ser utilizados como fonte energética
para o crescimento de microrganismos e formacgao dos biossurfactantes. O ideal seria
encontrar um substrato renovavel composto pela maior quantidade de nutrientes
necessarios para que o microrganismo se desenvolva, assim resultando em um
melhor rendimento de biossurfactante, sem a necessidade de adicionar diferentes
compostos e em altas quantidades (BJERK et al., 2021; DURVAL et al., 2021;
EHRHARDT, 2019).

O quadro 2 apresenta diferentes substratos que foram empregados para
producao de biossurfactantes, sendo alguns deles residuos como o 6leo de soja
residual de fritura, 6leos automotivos usados e casca de abacaxi.



Quadro 2 - Microrganismos, substratos utilizados como fonte de nutrientes e
condigdes de cultivo empregadas na producao de biossurfactantes
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Microrganismos Substratos Condicao Referéncias
AMANI;
Acinetobacter calcoaceticus Oleo de girassol TG 120 tpm T\ RIMINEZHAD
4 dias
(2016)
Acinetobacter calcoaceticus 30°C/ 150 rpm / ROCHA et al
Suco de caju . ’
RAG-1 5 dias (2006)
Bacillus cereus Oleo de soja residual de 28°C /250 rpm/ DURVAL et al.
fritura 2 dias (2021)
e G GETE Licor de maceracgéao de 37°C /150 rpm / BASIT et al.
milho 7 dias (2018)
B e s Al 97 Melaco e fécula de 30°C/ 120 rpm / CORONEL-LEON
mandioca 3 dias et al. (2016)
; oy . 37°C /150 rpm/ EHRHARDT
Bacillus subtilis
Casca de abacaxi 24 horas (2019)
Bacillus subtilis UCP 0146 e 30°C i ;?0 rpm / MAIA (2017)
ias
Oleo (soja, fritura, diesel, j
Bacillus sp. lubrificante de motor novo | >0 C 2.00 rpm/ ALMEIDA et al.
7 dias (2020)
e usado)
Candida guilliermondii Suco de caju 30°C /200 rpm / SANTOS et al.
Suco de abacaxi 4 dias (2018)
Temperatura
Cryptococcus victoriae Extrato de caju ambiente/ 100 NAGY (2018)
rpm / 24 horas
Hidrocarbonetos, 6leos
residuais de fritura, 37°C /100 rpm / RAZA; KHAN;

Pseudomonas putida

residuo de dleo vegetal
de refinaria e melago

7 dias

KHALID (2007)

Pseudomonas azotoformans
AJ15

Cascas de batata e
bagaco de cana

35°C /180 rpm/
3 dias

DAS; KUMAR
(2018)

Starmerella bombicola ATCC
22214

Residuos téxteis,
residuos de panificagéo e
de alimentos mistos, 6leo

de milho usado, lipidios
derivados de residuos de
alimentos hidrolisados e
gordura

30°C / 200 rpm /
5 dias

KAUR et al. (2019)

Fonte: Autoria propria

3.4 AVALIACAO PRELIMINAR DA PRODUGAOQ DE BIOSSURFACTANTES

Na literatura sao relatados diversos métodos utilizados para selecionar

a

melhor condigdo e os microrganismos capazes de produzir o biossurfactante. Na

maioria das vezes, os testes sio realizados antes da extragdo do biossurfactante
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como uma forma de triagem para a confirmagao da producao. Métodos esses, que na
maioria das vezes sao baseados nas propriedades fisico-quimicas dos
biossurfactantes (EHRHARDT, 2019; AKINTOKUN; ADEBAJO; AKINREMI, 2017).

Essa avaliagao decorre da combinacdo de métodos, na qual as propriedades
dos metabdlitos produzidos durante a fermentacao sao testadas, como o seu potencial
em reduzir a tensdo superficial, ensaio do colapso de gota, dispersao de odleo,
atividade hemolitica, bem como sua capacidade em formar emulsdes. Tais
propriedades séao fatores significativos para a escolha do microrganismo a ser utilizado
e as suas futuras aplicagdes (EHRHARDT, 2019; AKINTOKUN; ADEBAJO;
AKINREMI, 2017).

3.5 EXTRAGAO DE BIOSSURFACTANTE

Ao final da etapa up stream do processo fermentativo, € possivel realizar a
extracdo e purificagcdo do biossurfactante produzido. De acordo com o composto
produzido € necessario utilizar diferentes técnicas de purificagdo (EHRHARDT, 2019).

A extragdo com solventes, como cloroférmio-metanol, butanol, acetato de
etila, hexano, acido acético e éter, € o método mais comumente utilizado. Outras
técnicas empregadas sao precipitagcdo com sulfato de aménio, fracionamento por
espuma e adsor¢ao conforme demonstrado no quadro 3 (SANTOS et al., 2016).

A extragao e purificagao do biossurfactante ainda é uma questao dificil de se
realizar, pois para a sua extragcao € necessario realizar varias etapas, o que diminui a
recuperacao e torna os custos de producgao altos, inviabilizando economicamente a
purificagdo do biossurfactante (FELIPE; DIAS, 2017).



Quadro 3 — Processos empregados na recuperagao de biossurfactante e suas vantagens

Processo

Tipo de

biossurfactante

Propriedade do biossurfactante responsavel

por separagao

Vantagens

Precipitagédo acida

Surfactina;

Ramnolipideos

Biossurfactantes tornam-se insolliveis em baixos

valores de pH

Baixo custo, eficiente na recuperagao de

biossurfactantes brutos

Extragdo com solventes

organicos

Soforolipidios;
Liposan;

Ramnolipideos

Os biossurfactantes sao solluveis em solventes

organicos devido a extremidade hidrofébica

Eficiente na recuperacgéo de biossurfactante bruto e

purificacdo parcial, natureza reutilizavel

Precipitagao de sulfato de

amonio

Emulsan;

Biodispersan;

Salting-out de biossurfactantes poliméricos ou

ricos em proteinas

Eficaz no isolamento de certos tipos de

biossurfactantes poliméricos

Lipopeptideos
B _ o Os biossurfactantes sdo adsorvidos ao carvéao . .
Adsorcao ao carvéao Glicolipidios; ) ) Biossurfactantes altamente puros, mais baratos,
) ) ) ] ativado e podem ser dessorvidos usando o B ]
ativado pela madeira Lipopeptideos L reutilizacdo, recuperacéo de cultura continua
solventes organicos
B ) o Os biossurfactantes sdo adsorvidos a resinas de . )
Adsorgao a resinas de Glicolipidios; o ) ] Biossurfactantes altamente puros, mais baratos,
o ] poliestireno e posteriormente dessorvidos usando o B
poliestileno Lipopeptideos . reutilizagao, recuperacao de cultura continua
solventes organicos
] B o Biossurfactantes insoluveis s&o precipitados Reutilizavel, eficaz na recuperagéo de
Centrifugacéo Glicolipidios; o ; )
devido a forga centrifuga biossurfactantes brutos
Cromatografia de troca o Biossurfactantes carregados sao ligados a o o
. Glicolipidios; ) ] . Alta pureza, reutilizagdo, recuperagao rapida
ibnica resinas de troca e podem ser eluidos com tampéao
Fracionamento de ) ] ) o Util em processos de recuperag&o continua, alta
Lipopeptideos Forma do biossurfactante e particdo em espuma
espuma pureza do produto
Os biossurfactantes formam micelas acima de o ]
. _ o . N _ Recuperacao rapida em uma etapa, alto nivel de
Ultrafiltragcéo Glicolipidios; sua concentragao micelar critica, que séo

aprisionadas por membranas poliméricas

pureza, reutilizagao

Fonte: (SANTOS et al., 2016).

40
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3.6  APLICACOES DE BIOSSURFACTANTES

Existem muitas areas em que é possivel explorar os biossurfactantes, como
na agricultura, industrias de bebidas e alimenticias, limpeza, biorremediacao, industria
farmacéutica, cosméticas e meio ambiente (ARAUJO; FREIRE; NITSCHKE, 2013).

3.6.1 Biorremediacao

A biorremediacdo € uma técnica biotecnologica que utiliza microrganismos,
plantas ou seus produtos, com a finalidade de reduzir ou eliminar contaminantes
presentes no ambiente (solo, sedimento ou agua). O processo ocorre por
biodegradagao desses compostos, a partir da utilizagdo desses poluentes como fontes
de carbono e energia pelos microrganismos, gerando COz2, agua e minerais (BJERK
et al., 2021; SANTOS, 2019a; NAGY, 2018).

Os biossurfactantes possuem propriedades que permitem sua aplicagao em
ambientes com derramamentos de petréleo (em solo e areia) e aceleram o processo
de biorremediagdo, atuando no aumento da solubilidade e biodisponibilidade dos
compostos contaminantes. A sua atuacao na superficie celular favorece a interagao
entre os agentes poluentes e as células dos microrganismos, facilitando a degradacéao
dos poluentes (BJERK et al., 2021; DURVAL et al., 2020; SANTOS, 2019a).

Outro fator importante na utilizacdo desses metabdlitos € que os
biossurfactante sdo compostos com baixa toxicidade e biodegradaveis, diferente dos
surfactantes de origem quimica, sendo assim um grande beneficio (SANTOS, 2019a).

Santos (2019a), relata que a maioria das patentes de biossurfactantes
destinados a biorremediagao estao relacionadas com o processo de biodegradagao
de pesticidas e compostos organicos, como petroleo e seus derivados, e com a
recuperacao avancgada de petréleo.

Um biossurfactante produzido por Bacillus subtilis, utilizando como substrato
manipueira (liquido extraido das raizes da mandioca quando ela é prensada no
processo de fabricagdo da farinha) conseguiu fazer a adsor¢ao do corante catidénico
azul de metileno, removendo 62,2% do corante solubilizado em agua apés 12h. Esse
biossurfactante também removeu 94,4% do 6leo queimado de motor impregnado
em solo arenoso (MAIA, 2017).
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Das et al. (2018) relatam que o biossurfactante produzido por Pseudomonas
azotoformans AJ15 é estavel quando exposto em até 5% de NaCl, sugerindo que pode
suportar alta salinidade, podendo ser usado para a remediagdo de solo com alta

salinidade contaminado com petréleo.

3.6.2 Limpeza de Reservatérios de Oleo

O petroleo bruto contém compostos que durante a sua passagem pelas
tubulacdes, podem precipitar e aderir as paredes de tubulagbes e tanques de
reservatorios, formando assim as incrustagdes. Esse fendbmeno quimico gera grandes
prejuizos para as industrias petroliferas, podendo causar problemas como a perda de
eficiéncia, bloqueios e corrosdao das tubulacbes. Sendo assim, é de extrema
importancia realizar a limpeza e manutengao das tubulagdes regularmente para evitar
a formacgao dessas incrustagdoes (SANTOS, 2019a; AMANI; KARIMINEZHAD, 2016).

Para a limpeza dessas tubulag¢des sao utilizados agentes quimicos, sendo os
surfactantes os agentes mais utilizados. Esses surfactantes possuem ag¢ao detergente
e umectante que sao capazes de fazer a limpeza dessas tubulagdes, porém a maioria
dos surfactantes tem sua fonte derivada do petrdleo, e assim, acaba trazendo
prejuizos para o ambiente (AMANI; KARIMINEZHAD, 2016).

Biossurfactantes séo alternativas que podem ser utilizadas para a limpeza de
tubulacdes e tanques de armazenamento de 6leo, pois podem atuar na diminuigao da
viscosidade através da formacao de emulsdo, permitindo a recuperagao do dleo
(SANTOS, 2019a; SILVA et al., 2014).

Um estudo realizado utilizando emulsan, produzido pela bactéria
Acinetobacter calcoaceticus PTCC 1318, mostrou a eficiéncia desse biossurfactante
quando aplicado em processos de remogao de residuos de 6leo bruto da superficie
interna dos tubos, levando a recuperagao de 100% o6leo bruto da tubulagdo (AMANI;
KARIMINEZHAD, 2016).

3.6.3 Area Farmacéutica
Diferentes classes de biossurfactantes ja foram estudadas e apontadas como

alternativas interessantes para serem usadas na area farmacéutica. Estudos mostram

que a surfactina possui varias possiveis aplicacdes na area farmacéutica e biomédica,
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atuando na inibicdo da formacao de coagulos sanguineos; na formagcao de canais
ibnicos em membranas e também por exibir atividade antimicrobiana devido a sua
agao antibacteriana, antifungica e antiviral ( BJERK et al.,, 2021; NAGY, 2018;
ARAUJO; FREIRE; NITSCHKE, 2013).

A bactéria B. cereus produziu um lipopeptideo que exibiu atividade
antibacteriana e antifungica significativa contra Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Aspegillus niger e Candida
albicans na concentragéo de 30 mg/mL (BASIT et al., 2018).

Os ramnolipidios da classe dos glicolipidios, também apresentam
propriedades antimicrobianas, tendo uma agao permeabilizante que leva a ruptura da
membrana plasmatica da célula bacteriana (NAUGHTON et al., 2019).

OLIVEIRA et al. (2022) relataram que o biossurfactante produzido pela
linhagem Pseudomonas sp. CCMICS 105 apresentou atividade antimicrobiana contra
Staphylococcus aureus, E. coli, Bacillus subtilis e Candida albicans.

KARLAPUDI et al. (2020) relatam que Acinetobacter indicus M6 produz
biossurfactante capaz de remover até 82,5% de biofilme. Além disso o metabdlito foi
eficaz contra varias bactérias exibindo com ampla atividade antimicrobiana contra
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

Portanto, os biossurfactantes também apresentam um potencial
antimicrobiano que os torna uma ferramenta promissora para o tratamento de

infecgbes causadas por microrganismos patogénicos altamente resistentes.

3.6.4 Produtos Cosméticos e de Higiene

Produtos de higiene e cosméticos possuem em sua formulagéo surfactantes,
empregados com a finalidade de agente umectante, solubilizante, dispersante e
agente espumante, detergente, formadores de emulsdo e antimicrobiano. Porém, o
uso de produtos com surfactantes de origem quimica esta relacionado com problemas
de reagbes alérgicas e irritagées na pele. Visando isso, a industria de cosméticos vem
buscando langar no mercado produtos derivados de fontes biolégicas, por meio do
uso de ingredientes naturais como uma alternativa aos ingredientes de origem
sintética (PEREIRA JUNIOR et al., 2022; BEZERRA et al., 2018).

Os biossurfactantes podem desempenhar um papel importante nesses

produtos, pois suas propriedades e atividades bioldégicas os tornam compostos
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adequados para uso em aplicacbes cosméticas. Os glicolipidios (soforolipidios,
ramnolipidios e lipidios manosileritritol ou Mels) e os lipopeptideos (surfactina) sdo os
biossurfactantes mais utilizados em cosmeéticos (BEZERRA et al., 2018).

Pereira Junior et al. (2022) relata que das patentes que foram depositadas
voltadas para cuidados pessoais, a maioria envolve formulagdes de produtos higiene
bucal (pasta de dente e enxaguantes bucal), seguido por produtos de banho

(sabonetes e xampus), cosméticos e produtos para manutengéo do corpo.

3.6.5 Industria Alimenticia

Atualmente a origem e composicdo dos alimentos tem despertado um
interesse dos consumidores. Além disso, ocorreu um aumento dos consumidores
interessados em produtos veganos, de origem organica e sem aditivos sintéticos.
Visando isso, as industrias vém procurando comercializar produtos destinado a esse
crescente publico, utilizando os chamados ingredientes “verdes” em seus produtos
(DURVAL et al., 2021).

Os biossurfactantes sdo compostos promissores para serem aplicados na
area alimenticia e diferentes tipos de biossurfactantes podem ser explorados nesse
campo. Os lipopeptideos e glicolipidios sdo os que mais se destacam para utilizagao,
isso devido as suas caracteristicas que sdo desejaveis para aplicagdo na industria
alimenticia, como sua atividade antibacteriana contra uma variedade de espécies,
atividade antioxidante e baixa citotoxicidade (DURVAL et al., 2021).

Outra propriedade que pode ser explorada é sua acao emulsificante, pois na
industria  alimenticia os emulsificantes sao ingredientes indispensaveis,
principalmente em produtos que necessitam de maior estabilidade e maior tempo de
prateleira. A emulsificagao tem grande importancia para a formacgao de consisténcia e
também na solubilizagdo de aromas (ARAUJO; FREIRE; NITSCHKE, 2013).

E relatado que os biossurfactantes mostraram beneficios nas caracteristicas
sensoriais quando adicionados em paes, melhorando a textura, volume e
conservagao. Também é descrito que devido a sua propriedade emulsificante,
biossurfactantes sao capazes de melhorar a viscosidade, textura, cremosidade e a
emulsificacao de gorduras de alimentos, como derivados da carne e de leite (DURVAL
et al., 2021; ARAUJO; FREIRE; NITSCHKE, 2013).
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Em um estudo que desenvolveu uma formulacdo de cookies utilizando
biossurfactante de B. cereus, nado foi observado citotoxicidade, o que mostra o
potencial dos biossurfactantes para incorporagdo em produtos alimenticios. O
biossurfactante testado apresentou-se como um agente emulsificante eficaz para
Oleos vegetais, como os 0Oleos de soja, milho e canola. Também mostrou uma
consideravel agcao antioxidante, o que é uma agao desejavel na industria alimenticia,
pois a oxidacdo é algo que pode ocorrer durante o processamento e/ou
armazenamento dos alimentos, resultando na deterioragdo do seu valor nutricional,
cor, sabor, textura e seguranca (DURVAL et al., 2021).

Os biofilmes sdao complexos microbianos que se formam em uma superficie
(ago inoxidavel, polipropileno, borracha, madeira), sendo constituidos por uma unica
ou multiplas espécies e a presenga de mais de um tipo de microrganismo aumenta a
resisténcia microbiana. Na area alimenticia biofimes podem se desenvolver
rapidamente e estdo relacionados com efeitos danosos como a corrosdo de
superficies metalicas, alteracdo das propriedades organolépticas além de
patogenicidade (GALIE et al., 2018; CORONEL-LEON et al., 2016).

Uma boa opcao para prevenir biofilmes seria o uso de biossurfactantes, pois,
alem de atuarem diretamente contra os patdogenos devido a sua propriedade
antimicrobiana, os biossurfactantes também podem atuar modificando a
hidrofobicidade de uma superficie, interferindo no processo de adesado microbiana,
sendo assim uma estratégia para inibicdo da formacéo de biofilme (GALIE et al., 2018;
CORONEL-LEON et al., 2016; ARAUJO; FREIRE; NITSCHKE, 2013).

Coronel-Le6on et al. (2016) relatam que a liquenisina, um lipopeptideo
produzido por B. licheniformis AL1.1, foi efetiva quando aplicada em uma superficie
como pré-tratamento com o objetivo de evitar o desenvolvimento de biofilme de S.
aureus resistente a meticilina (MRSA) e C. albicans. A liquenisina também foi eficiente
na aplicacdo pods-tratamento de superficie na remocao de biofimes de MRSA e
Yersinia enterocolitica.

Alizadeh-Sani et al. (2018) também relatam que o biossurfactante derivado
de B. licheniformis VS16 apresenta capacidade de inibicdo em até 54% da formagao
de biofilme pela bactéria E. coli. Além da acao antibiofilme, os autores também relatam
que esse biossurfactante pode ser usado para prevenir a ingestdo de alimentos

contaminados com metais pesados. Isto porque o biossurfactante se mostrou eficiente
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na remogao de cadmio de vegetais, retirando 60,98% do metal do gengibre, 52,83%

do rabanete, 42,68% da batata e 41,16% das cenouras.

3.6.6 Area Agricola

Na agricultura, uma aplicagao para os biossurfactantes seria em formulagéo
de adubos e agrodefensivos, agindo como espalhantes sobre a folha, melhorando a
absorgao de nutrientes pela planta (DRAKONTIS; AMIN, 2020; NAGY, 2018).

Os biossurfactantes também possuem atividade antimicrobiana contra
patogenos de plantas, sendo assim, considerados agentes promissores de
biocontrole. Como o biossurfactante produzido pela bactéria P. putida 267 que
mostrou ter atividades zoosporicida e antifungica contra fungos patogénicos de planta
(RAHEEL et al., 2022; SACHDEV; CAMEOTRA, 2013).

3.7 BIOSSURFACTANTES NO MERCADO MUNDIAL

Devido as suas caracteristicas quimicas e beneficios, o interesse por esse
bioproduto aumentou muito, diversos estudos ja foram publicados envolvendo os
biossurfactantes. Estudos esses, que vao desde suas propriedades, condigdes de
producgao, substratos alternativos e até suas aplicacbes em diversas areas.

Ja existem no mercado global empresas especializadas em produzir e
comercializar biossurfactantes ou produtos a base de biossurfactantes (Quadro 4), o
gque mostra como o investimento nesse produto biotecnoldgico € algo crescente no
mundo todo.

A Evonik, um grupo industrial da Alemanha, € a primeira empresa no mundo
a usar métodos biotecnolégicos para produzir quantidades em escala industrial de
biossurfactante. A empresa foi responsavel por comercializar os primeiros limpadores
domésticos contendo biossurfactantes, produtos esses que contém soforolipidios
produzidos por levedura (EVONIK INDUSTRIES AG, 2016).

O grupo Evonik em conjunto com a multinacional Unilever, investiram na
primeira fabrica de producédo de ramnolipidios sustentaveis para uso em produtos de
limpeza e cuidados pessoais. Os ramnolipidios produzidos sdo de forma sustentavel

por meio de um processo de fermentacao utilizando agucar de milho europeu como
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principal matéria-prima. A fabrica tem sede na Eslovaquia e foi concluida em 2023
(EVONIK INDUSTRIES AG, 2022, 2024; UNILEVER, 2022).

A multinacional Unilever, se destaca como maior produtora de patentes sobre
biossurfactantes na area de cuidados pessoais, tendo em 2021, registrado 70
patentes. E estabeleceu como uma meta a substituicido do carbono féssil de todas as
suas formulagdes de produtos de limpeza por carbono renovavel ou reciclado
(PEREIRA JUNIOR et al., 2022; UNILEVER, 2022).
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Empresa

Nome comercial

Biossurfactante

Fonte biologica

Preco / Quantidade

Referéncias

SIGMA-ALDRICH®

PIONEER BIOTECH

BOC Sciences®

Surfactin Surfactina Bacillus subtilis R$ 2.753,00/ 10g SIGMA-ALDRICH (2024b)
Rhamnolipids, 90% Ramnolipidio Pseudomonas aeruginosa R$ 898,00/ 10g SIGMA-ALDRICH (2024a)
Rhamnolipids, 95%

(Di-Rhamnolipid Ramnolipidio Pseudomonas aeruginosa R$ 1.201,00/ 10g SIGMA-ALDRICH (2024c)
dominant)

Fengycin Fengicina Bacillus subtilis R$ 3.913,00 / 5mg SIGMA-ALDRICH (2024d)

[turin A
from Bacillus lturina A Bacillus subtilis R$ 1.522,00/ 1mg SIGMA-ALDRICH (2024¢)
subtilis
Rhamnolipid/5SMA Ramnolipidio Pseudomonas sp. N&o divulgado PIONEER BIOTECH (2024)
Rhamnolipid RL2 Ramnolipidio Pesudomonas aeruginosa Nao divulgado BOC SCIENCES (2024b)
e P. fluorescens
Surfactin Surfactina Bacillus subtilis Nao divulgado BOC SCIENCES (2024c)
Iturin A from
lturina A Bacillus subtilis N&o divulgado BOC SCIENCES (2024a)

Bacillus subtilis

BIOSYNTH (2024c)

Rhamnolipid Ramnolipidio N&o divulgado R$ 406,15/ 15mg
BIOSYNTH® Surfactin Surfactina Bacillus subtilis R$ 1.140,43 / 2mg BIOSYNTH (2022a)
Fengycin Fengicina N&o divulgado R$ 1.627,65/ 1mg BIOSYNTH (2024b)
Surfactin Surfactina Bacillus subtilis R$ 844,54 / 10mg MEDCHEMEXPRESS (2024a)
MEDCHEMEXPRESS®
Fengycin Fengicina Bacillus subtilis R$ 4.606,56 / 1mg MEDCHEMEXPRESS (2024b)

Fonte: Autoria prépria
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 MICRORGANISMOS E CELULAS

4.1.1 Bactérias

Os microrganismos avaliados para a produgédo de biossurfactantes foram
isolados de bulbilhos de alho roxo comercializados no norte do Parana. Neste estudo
foram avaliados trés isolados bacterianos: Acinetobacter rudis UELAsA2.81, Bacillus
cereus UELAsF2.2 e Pseudomonas putida UELAsF3.102, que foram doados pela

Profe. Dra. Daniele Sartori.

4.1.2 Virus Herpes Simples 1 (HSV-1)

Para a avaliagdo da atividade antiviral foi utilizado o virus herpes simples 1
cepa KOS (HSV-1 KOS) (sensivel ao aciclovir) do Laboratério de Virologia Basica e
Aplicada do Departamento de Microbiologia da Universidade Estadual de Londrina —
UEL, Londrina, Parana. A manutengao do virus foi realizada por meio da inoculagao
de HSV-1 KOS em células Vero (ATCC CCL 81) em cerca de 100uL de glicerol 10%

(v/v). As culturas foram mantidas a -20 °C.

4.1.3 Células Vero (ATCC CCL 81)

Para a avaliacido da atividade antiviral e da citotoxicidade do biossurfactante,
foram utilizadas Células Vero (ATCC CCL 81) pertencentes ao Laboratério de
Virologia Basica e Aplicada do Departamento de Microbiologia da Universidade
Estadual de Londrina — UEL, Londrina, Parana.

4.2 MEIOS E CONDICOES DE CULTIVO

4.2.1 Meios e Condig¢ao de Cultivo Para Cultura de Células Vero (ATCC CCL 81)

As células Vero (ATCC CCL 81) foram cultivadas em frascos de cultivo celular
de 75 cm? (1x108 células/mL) e incubadas em estufa de atmosfera umedecida, a 37
°C com 5% de CO2 (atmosférico). As células foram mantidas em meio DMEM
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(Dulbecco’s Modified Eagle Medium), com alta glicose (DMEM high glucose - SIGMA),
suplementado com 10% de soro fetal bovino (BIO NUTRIENTES), 2 mmol/L de
glutamina, 100 Ul/mL de penicilina (NOVAFARMA), 100 pL de estreptomicina
(SIGMA) e yg/mL de anfotericina B (NOVAFARMA). O subcultivo celular foi realizado
com solugao de tripsina/EDTA 0,25%, aproximadamente a cada 48 horas, quando as

células ultrapassavam 95% de confluéncia (8x10°).

4.2.2 Meios e Condicao de Cultivo Para Producao de Estoque Viral

Para obtencao do estoque viral, células Vero foram semeadas em frascos de
cultivo celular de 25 cm? e incubadas em estufa de atmosfera umedecida, a 37 °C com
5% de CO:2 (atmosférico), até alcangarem confluéncia adequada (85-90%), com
aproximadamente 24 horas de incubacdo. Em seguida, o meio de cultivo foi retirado
com a lavagem da monocamada celular com solugdo de tampao fosfato salino de
Dulbecco (D-PBS). A monocamada celular foi exposta a 0,5 mL de suspensao viral
(HSV-1) por um periodo de 1 hora. Apds esse tempo, 4,5 mL de meio DMEM, sem
soro fetal bovino (DMEM-SF), foram incorporados aos frascos, os quais foram
novamente incubados nas mesmas condigdes, por tempo suficiente para observacao
de efeito citopatico (ECP), em até 72 horas. O frasco de cultivo inoculado com HSV-1
teve seu conteudo congelado a -20 °C, descongelados a 4 °C, coletados e
centrifugados a 4 °C e 292 g. O sobrenadante foi entdo coletado, aliquotado e

estocado a -80 °C.

4.2.3 Meio e Condicao de Cultivo Para Produgao de Estoque Bacteriano

Para este estudo, as bactérias foram cultivadas em meio Dyg’s cuja
composic¢ao é glicose 2,0 g/L, peptona 1,5 g/L, extrato de levedura 2,0 g/L, KH2PO4
0,25 g/L, MgS04.7H20 0,25 g/L. As culturas bacterianas em meio Dyg’s foram
estocadas em freezer (- 20 °C) armazenadas em microtubos contendo o crescimento
celular e glicerol na proporgéo de 1:1, para crioprotegao. Meio Dyg’s solidificado com
agar (18g/L) foi usado para obtencédo de células viaveis (unidades formadoras de

colbnia).
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4.2 .4 Processo Fermentativo Para Producao de Biossurfactante

Foram preparados frascos Erlenmeyer de 125 mL, contendo 25 mL de meio
Dyg’s em pH 6 para a realizacdo do processo fermentativo. Foi adicionado 2% do
estoque para o preparo do pré-cultivo e incubado a 37 °C, 180 rpm por 12 horas. Em
seguida, 50uL do pré-cultivo foi inoculado em placas de Petri contendo meio Dyg's e
incubado por periodo de 14 a 16 horas a 37 °C. Apds o crescimento das colbnias, 5
UFC foram re-inoculadas para o preparo do inéculo, com incubacgéo por 4 horas. O
cultivo para a produgao do biossurfactante foi realizado por meio da inoculagéo de 4%
do indéculo, seguida de um periodo de 5 dias de incubagao. Todo o experimento foi
realizado em triplicata.
Apo6s o periodo de incubagéo, o cultivo foi centrifugado a 9960xg, 4 °C por 15

min., para obteng¢do do extrato bruto livre de células (EBLC).

4.3 AVALIAGAO DA PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTE

4.3.1 Teste de indice de Emulsificacdo

Para verificar a producdo de biossurfactante produzido pelas bactérias, foi
realizado o teste de indice de emulsificacdo de 24 horas (IE24). O teste foi realizado
adicionando 2 mL do extrato bruto livre de células a 2 mL de querosene em um tubo
de ensaio com tampa rosqueavel e homogeneizados em vortex (Phoemix AP 56), na
velocidade maxima, por 2 minutos (COOPER; GOLDENBERG, 1987). Os testes foram
realizados em triplicata. O resultado foi expresso em porcentagem, por meio da
equacao IE (%) = (AE/AT) * 100, onde AE = altura da emulsdo e AT = altura total
(FIGURA 9).

A cepa que apresentou sobrenadante com a melhor atividade emulsificante

através do teste de IE24, foi selecionada para a realizagao dos proximos ensaios.
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Figura 9 — Representacéo do processo de avaliagédo do indice de emulsificagao de

24 horas do biossurfactante

2 ml extrato
livre de células
+

2 ml querosene

J
1)

Agitacdo/
2 minutos

=)

Altura da
Altura
total

emulsdo

Apos 24
horas

IE(%) _ Altura da emulsio « 100

Altura total

Fonte: Autoria propria.

4.3.2 Efeito da Composicao do Meio Na Producgao de Biossurfactante

Foi avaliado se o microrganismo era capaz de produzir biossurfactante, em

meio de cultivo com diferentes substratos. O quadro 5 apresenta a composig¢do dos

meios de cultivo testados. Bagaco de malte e o éleo de soja usado, foram utilizados

para suplementar o meio Dyg's. Cada cultivo foi incubado nas condigbes de

temperatura e agitacdo mencionados anteriormente.

Quadro 5 - Producao do biossurfactantes em diferentes meios de cultivo

Cdédigo | Meios de cultivos utilizados para a producao de biossurfactante

A Meio de cultivo Dyg’s

Dyg’s sem glicose

Dyg’s sem glicose + 2% de 6leo de soja usado

Dyg’s sem glicose e peptona + 2% de 6leo de soja usado

Dyg’s sem glicose e extrato de levedura + 2% de 6leo de soja usado

Dyg’s sem peptona, extrato de levedura e glicose + 2% de 6leo de soja usado

Dyg’s + 1% de bagaco de malte

I M| m| O O| @

Dyg’s sem glicose + 1% de bagaco de malte

| Dyg’'s sem peptona + 1% de bagacgo de malte

Fonte: Autoria prépria
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Apods a incubacgao, os sobrenadantes foram avaliados para o IE24 e os meios
de cultivo que apresentaram os melhores resultados foram utilizados para os proximos

testes.

4.4 AVALIACAO DA ESTABILIDADE DA ATIVIDADE EMULSIFICANTE

4.4.1 Efeito do Tempo na Estabilidade dos Biossurfactantes

A estabilidade das emulsdes ao longo do tempo foi avaliada pelo teste de
indice de emulsificagdo (IE). Apds a primeira avaliagdo de IE24, todos os tubos do
teste ficaram em repouso na bancada. Posteriormente, o calculo do |IE foi novamente
determinado apoés 10, 20, 30, 40, 50 e 60 dias de repouso. Os testes foram realizados

em triplicata.

4.4.2 Estabilidade Frente a Variacbes de pH

O EBLC teve seu pH ajustado para valores de 2, 4, 6, 8 e 10 com a adigao de
solucdes de HCI 0,1 mol/L ou NaOH 0,1 mol/L. Posteriormente, foram adicionados 2
mL da solugdo de EBLC e 2 mL de querosene em um tubo com tampa, para a
determinacao do IE24 conforme descrito no item 4.3.1 (BARROS; QUADROS;
PASTORE, 2008). Os testes foram realizados em triplicata.

4.4 .3 Efeito da Temperatura em Diferentes Tempos de Aquecimento

Tubos com tampa rosqueavel, contendo 2 mL do EBLC foram submetidos a
diferentes temperaturas de 28 °C, 46 °C, 64 °C, 82 °C e 100 °C em banho-maria. Cada
temperatura avaliada foi aquecida por 15, 30 e 60 minutos. Apds o0 aquecimento, a
solucao foi resfriada em temperatura ambiente e realizou-se a determinacao do 1E24

conforme descrito no item 4.3.1. Os testes foram realizados em ftriplicata.

4.4 4 Estabilidade Frente a Variagdes de Concentragao de NaCl

Foi determinada a estabilidade do biossurfactante quando exposto a
diferentes concentrag¢des de salinidade (NaCl). O teste foi realizado mediante a adigéo

de NaCl ao EBLC de forma que a concentragao salina final ficasse em 2, 4, 6, 8 e
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10%. Posteriormente, realizou-se a determinagao do IE24 conforme descrito no item
4.3.1 (BARROS; QUADROS; PASTORE, 2008). Os testes foram realizados em

triplicata.

4.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE EMULSIFICANTE EM DIFERENTES COMPOSTOS HIDROFOBICOS

Foi determinado o potencial de emulsificacdo do biossurfactante produzido
pela bactéria em diferentes compostos hidrofébicos. O teste foi realizado adicionando
2 mL do extrato livre de células a 2 mL do composto hidrofébico, em um tubo com
tampa rosqueavel, para a determinagcéo do indice de emulsificagdo. Os seguintes
compostos hidrofébicos foram utilizados: acetato de etila, azeite, cloroférmio,
diclorometano, éter de petréleo, gasolina, hexano, 6leo diesel, dleo diesel s10, dleo
de soja usado de origem doméstica e tolueno. Os tubos foram mantidos em repouso
a temperatura ambiente e o IE foi avaliado nos periodos de 24, 48, 120 e 336 horas
(DURVAL et al., 2019; MARCELINO, 2017; BARROS; QUADROS; PASTORE, 2008). Os

testes foram realizados em triplicata.

4.6 TESTE DE DISPERSAO EM OLEO

Para realizacdo do teste de dispersdo em Oleo foram adaptadas as
metodologias propostas por Degang et al., (2023) e Morikawa; Hirata; Imanaka,
(2000). Em uma placa de Petri com 10 cm de didmetro foram colocados 20 mL de
agua destilada. Em seguida, 200 uL de 6leo de motor queimado foi adicionado na
superficie da agua para formar uma pelicula de 6leo. Na sequéncia, 100 uL do EBLC
dos cultivos foram colocados suavemente no centro da pelicula de 6leo. Apds 30
segundos, foi observado se houve a formagao de um halo de deslocamento do 6leo
motor. Para avaliar o didametro da zona de deslocamento, foi utilizada uma régua. Foi
utilizado como controle negativo o EBLC cultivo sem inéculo. Os testes foram

realizados em triplicata.

4.7 EXTRACAO E RECUPERACAO DO BIOSSURFACTANTE

O processo de extracao e recuperagcao do biossurfactante foi adaptado da

metodologia proposta por Durval et al., (2021). O meio de cultivo contendo Dyg’s sem
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glicose (meio B) foi escolhido para realizar as etapas de extragao e caracterizagao
quimica. Apés a interrupgao do cultivo, a amostra foi centrifugada para obter o extrato
bruto livre de células a 9.000 rpm, por 20 minutos, a 4°C. O pH foi ajustado para 2,
adicionando-se uma solu¢do de HCI 0,1mol/L. Em seguida, a amostra permaneceu
em repouso em camara fria por 5 dias, para a precipitacdo do biossurfactante.

Em seguida, a amostra foi centrifugada a 7880xg/20 minutos para separar o
precipitado do sobrenadante. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi
ressuspendido em H20 destilada. O pH foi alterado para 7 utilizando uma solugao de
NaOH 0,1 mol/L.

Em um funil de separacéo, foi adicionada a mesma proporgéo de amostra e
solugéo organica de cloroférmio/metanol (3:1) e realizada uma agitagado por meio da
inversdo do funil por 10 vezes. Apds a separacdo das fases, foi coletada a fase
organica. O processo de lavagem da amostra foi repetido trés vezes. A fase organica
foi colocada em um rotaevaporador a 60 °C, para evaporagao dos solventes até um
volume de aproximadamente 10 mL da solugdo. Em seguida, a solugéo foi colocada
em tubo Falcon e deixada em uma capela de exaustao em temperatura ambiente para
a completa evaporacéo dos solventes.

A recuperagao do biossurfactante foi realizada apds a adicdo de agua
destilada ao precipitado, seguida de agitagdo em um sonicador até a sua completa
solubilizagdo. Em seguida a solugdo com o biossurfactante foi liofilizada e depois teve
sua massa aferida.

A figura 10 apresenta um fluxograma do processo de extracao e recuperagao

do biossurfactante.
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Figura 10 - Processo de extracao e recuperagao do biossurfactante
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Fonte: Autoria prépria.

4.8 CARACTERIZACAO QUIMICA DO BIOSSURFACTANTE

4.8.1 Espectroscopia no Infravermelho Por Transformada de Fourier (FT-IR)

As analises de infravermelho foram realizadas utilizando espectrofotdmetro da
marca Shimadzu, modelo com faixa de varredura de 400 a 4000 cm™,64 scans e
resolugdo de 4 cm'. Para a leitura foram pesados 5 mg do biossurfactante liofilizado
e 2,5 mg padrao de surfactina adquirido da Sigma - Aldrich Brasil Ltda. com 98% de
pureza que foi utilizado como referéncia para a analise. O padrao e a amostram foram

preparados na forma de pastilhas de KBr para a analise.
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4.8.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

Para detecgdo do biossurfactante em HPLC SHIMATZU® LIQUID
CROMATOGRAPH LC-10AD, com forno CTO-10A e detector UV SPD-102, foi
adaptada a metodologia de AKPA et al., (2001). Foi utilizada uma coluna C18 (XTerra®
RP-18, 5 um, 3,9 x 150 mm) a 214 nm com monitor UV. A temperatura da coluna foi
mantida em 25 °C, a fase movel constituiu acetonitrila/agua/TFA (80:20:0,05 [v/v/v]).
Foram utilizados solventes em grau HPLC. A taxa de fluxo utilizada foi de 1 mL/min e
o volume de injegao foi de 20 yL. O padrao de surfactina adquirido da Sigma - Aldrich
Brasil Ltda. com 98% de pureza foi utilizado como referéncia para a analise. O
biossurfactante liofilizado foi solubilizado em metanol, permanecendo na
concentragéo de 0,1 pg/mL e depois filtrado em sistema de membrana. O padréo
também foi solubilizado em metanol, permanecendo na concentracao de 0,2 ug/mL,

em seguida, agitado em sonicador por 10 minutos.

4.9 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIVIRAL

4.9.1 Citotoxicidade

A atividade citotoxica foi avaliada em células VERO (ATCC CCL81) através
do Teste de Reducgado do Tetrazolio - MTT (brometo de 3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-
difeniltetrazolio) em cristais insoluveis de formazana, realizada através da atividade
mitocondrial de células metabolicamente vidveis. As células Vero (2,5x10%
células/pogo) foram semeadas em placas de 96 pogos e incubadas nas condi¢des
descritas no item 4.2.1. A amostra liofilizada foi solubilizada com 10% DMSO e 90%
meio DMEM-SF (Meio de Eagle modificado por Dulbecco — sem soro fetal bovino).
Foram realizadas diluicbes seriadas da amostra de biossurfactante, na base 1:2, (500
a 31,25 yg/mL), em DMEM-SF e adicionadas sobre as monocamadas, em quatro
replicatas, com um volume final de 100 uL/pogo. Os pocos contendo apenas DMEM-
SF (100 pL/pogo) foram utilizados como controle. Apdés 72 horas de incubagéo, o
conteudo dos pocos foi removido e a monocamada foi lavada com 100 pyL de D-PBS
(Solugao de tampéao fosfato salino de Dulbecco). Foram adicionados 10 uL de solugao
de MTT (0,5 mg/mL) em cada pogo e incubado por 2 horas. Em seguida, foi adicionado

900 pL de solugao solubilizante (Isopropanol acidificado com HCI 0,01 M e 0,36 % de
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Triton-X) e os cristais de formazana foram solubilizados mediante agitagcdo em
agitador orbital por 15 minutos e a absorbancia avaliada por espectrofotdmetro a
570nm e a 690nm. Os resultados em viabilidade celular foram utilizados para estipular
a equacao da reta e para encontrar a concentragcao necessaria para diminuir em 50%
a viabilidade celular (CC50) (KUMAR; NAGARAJAN; UCHIL, 2018; WATANABE et
al., 1994; REED; MUENCH, 1938). O resultado da viabilidade celular foi obtido através

da equacao exemplificada abaixo:

(AbST(570) - AbST(690))

X 100
(Abscc(570) - Abscc(690))

Viabilidade Celular (%) =

Onde:
Abst= absorbancia do grupo de tratamento

Abs.: = absorbancia do controle

4.9.2 Analise de Atividade Antiviral In Vitro

A atividade antiviral da amostra de biossurfactante contra o HSV-1 foi
realizada através do teste de redugéo do MTT, conforme ja descrito anteriormente. As
células Vero (2,5x10* células/pogo) foram semeadas em placas de 96 pocos e
incubadas nas condi¢des descritas no item 4.2.1, por 24 horas. Foram realizadas uma
série de diluicbes da amostra, de base 1:2 (400 a 50 ug/mL) em DMEM-SF, e
adicionadas na monocamada celular, e simultaneamente (tempo Oh) 10% de in6culo
viral 102 de particulas virais do herpes simples 1 (HSV-1) (cepa KOS), em quatro
replicatas, com um volume final de 100 yL/pogo. Os pogos apenas com DMEM-SF
(controle celular — CC) e DMEM-SF inoculado com 10% de indculo viral 102 de HSV
(Vero) (controle viral - CV), foram utilizados para mensurar os parametros de 100 e
0% de inibicao de HSV. As placas foram incubadas por 72 horas. Apds esse periodo,
a revelagao do teste de redugao do MTT e a obtengao do resultado em absorbancia
foi realizada como citado anteriormente (KUMAR; NAGARAJAN; UCHIL, 2018;
WATANABE et al., 1994; REED; MUENCH, 1938). A percentual de inibi¢cao viral foi obtida

através da equacado demonstrada abaixo:
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Abst — Abs
Inibicdo Viral (%) = ((A — ! y bSC")) X 100
cc — cv

Onde:

Abst= absorbancia das células inoculadas e tratadas com as amostras
Abscy = absorbéancia do controle do virus (células inoculadas com o virus e
nao tratadas)

Abscc = absorbancia do controle das células (células ndo inoculadas e ndo

tratadas)

A concentragao responsavel por inibir em 50% a infectividade viral (ICs0) para
cada composto foi determinada através da equacao da reta. Este dado foi utilizado

para o calculo do indice de seletividade.

CCsy
ICsg

indice de seletividade =

4.9.3 Investigacdo do Mecanismo Antiviral In Vitro

Foi realizada uma avalicdo do mecanismo de acgao da atividade antiviral do
biossurfactante. O ensaio teve como objetivo identificar uma possivel capacidade de
destruicao ou inativacao da particula viral, levando a diminuicido da infectividade viral,
resultante do contato com o biossurfactante. Foi realizada alteragdes no tempo de
administracao da substancia, com o objetivo de identificar em quais possiveis etapas
do ciclo replicativo viral o efeito inibitorio poderia ser exercido.

No ensaio virucida, foi verificado a capacidade do biossurfactante em inativar
o HSV-1, levando a diminuicao da infectividade viral, resultante do contato direto com
a substancia. Para isto, células Vero (2,5x10* células/pogo) foram semeadas em
placas de 96 pocos e incubadas nas condi¢gdes ja descritas, por 24 horas. As
concentragdes de 400, 200, 100 e 50 pg/mL do biossurfactante, diluidas em DMEM-
SF, foram incubadas com HSV-1, em um volume final de 100 pL, pelo periodo de 1
hora. Posteriormente, a suspensido contendo virus e as concentra¢gdes variadas do
biossurfactante foram diluidas a 102 vezes, em meio DMEM-SF, foi aplicada sobre as

monocamadas em 4 replicatas, com um volume final de 100 uL/mL. Como controle
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viral, uma aliquota pura de HSV-1 (Vero) foi diluida igualmente. A revelagao pelo teste
de reducédo de MTT para HSV-1, foi realizado como descrito anteriormente (DAS;
KUMAR, 2018; REED; WATANABE et al., 1994; MUENCH, 1938).

Para a observagao do efeito pré-infecgao (pré-tratamento), a monocamada
celular foi exposta ao biossurfactante por 1 horas, antes da inoculagéo viral, nas
concentragdes 400, 200, 100 e 50 ug/mL, em meio DMEM-SF, com volume final de
100 pL/pogo. Apéds o periodo, os compostos foram removidos, com posterior lavagem
celular com D-PBS e incubadas com meio DMEM-SF por 1h (pré-tratamento 1h). A
infecgao viral foi preparada através de diluigdes de 10 do estoque de HSV-1 em
quatro replicatas, inoculadas sobre a monocamada com volume final de 100 pL/pogo
na placa, com posterior incubacdo, por 72 horas. Pocos infectados e
concomitantemente n&o tratados foram utilizados como CV (DAS; KUMAR, 2018;
REED; WATANABE et al., 1994; MUENCH, 1938).

No tratamento pos-infecgdo (pos-tratamento), células Vero (2,5x104
células/pogo) foram semeadas em placas de 96 pocos e incubadas em estufa de
atmosfera umedecida, nas condigbes ja descrita, por 24 horas. Posteriormente, as
monocamadas foram infectadas com diluigdo de 10 em quatro replicatas, 100
ML/pogo de HSV-1 (Vero) por 1 hora para adsorgao viral. Os pocgos foram lavados com
D-PBS, seguido de adigdo de meio de manutengao celular (DMEM-SF), até o inicio
do tratamento de 1 hora. O meio de manutencao foi substituido pelo biossurfactante,
nas concentragdes de 400, 200, 100 e 50 pg/mL. Para o controle viral, pogos foram
infectados por 1 hora na mesma diluicdo e, em seguida, o conteudo substituido por
meio DMEM-SF. As placas foram incubadas nas concentragdes supracitadas, por 72
horas. A revelagao pelo teste de reducdo de MTT para HSV-1, foi realizado como
descrito anteriormente (DAS; KUMAR, 2018; REEDWATANABE et al., 1994;
MUENCH, 1938).

4.10 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A determinacéo da atividade antioxidante da surfactina foi realizada de acordo
com o proposto por NASCIMENTO et al. (2023), partindo-se de uma solugdo de
surfactina na concentragdo de 1 mg/mL. A capacidade antioxidante contra o radical
DPPH?e (expresso como o percentual de DPPH- reduzido) e capacidade contra radicais
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livres ABTS+ (expressos como percentual de inibigdo da atividade ABTS+) foram

obtidos através da equacéo:

%IA =[100 - (absorbéncia da amostra /absorbancia do controle)]x 100

Onde:
Amostra = todos os reagentes com sobrenadante

Controle = todos os reagentes sem sobrenadante

4.11 ANALISE ESTATISTICA

Todos os experimentos listados nos itens 4.1.3 a 4.4 foram realizados em
triplicata e submetidos a analise de variancia (ANOVA) seguido do teste de Tukey (p
< 0,05). Os dados foram tratados com o auxilio do software OriginPro 2023 (Origin

Corporation — Northampton, Massachusets, United States).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 SELECAO DO MICRORGANISMO PRODUTOR DE BIOSSURFACTANTE

Metabolitos microbianos de interesse biotecnologico podem ser obtidos a
partir de processos fermentativos como a fermentagdo em estado sdlido e
fermentagao submersa, que foi 0 método de escolha, uma vez, uma vez que variaveis
como a homogeneidade do meio, o pH e a transferéncia de calor sdo mais facilmente
controladas e, dessa forma, a sua operacao € mais simples (DECESARO et al., 2013).

Neste estudo, a producao de biossurfactante pelas bactérias foi avaliada por
meio de um método indireto, no qual a presenga do biossurfactante produzido no
cultivo foi analisada por meio do teste de indice de emulsificacdo. Biossurfactantes
apresentam como propriedade a atividade emulsificante, sendo assim, o teste de
indice de emulsificagdo acaba sendo muito empregado para avaliar a producao de
biossurfactantes por microrganismos (MAIA, 2017; MARCELINO, 2017; SILVA FILHO,
2019).

O teste de IE24 permitiu determinar se as bactérias foram capazes de produzir
biossurfactante. A bactéria Bacillus cereus apresentou um IE24 de 58,532 + 4,01% e
a Pseudomonas putida um IE24 de 32,87° + 5,01%, enquanto a Acinectobacter rudis
ndo produziu emulsdo. E descrito que bons agentes emulsificantes, sdo capazes
manter IE24 acima de 50% apds 24 horas de analise, sendo assim, B. cereus foi a
que apresentou o melhor resultado dentro das condigdes testadas (FRANCA, 2014).

Foram encontrados trabalhos que relatam que essas espécies sao produtoras
de biossurfactantes, com exceg¢ao da bactéria Acinectobacter rudis. Como o Bacillus
cereus BCSO (DURVAL et al., 2019), Bacillus cereus UCP 1615 (DURVAL et al.,
2021), B. cereus (MMIC 1, MMIC 2 e MMIC 3) (BASIT et al., 2018) e Bacillus cereus
GX7 (WANG et al., 2024) que sao relatados como produtores de biossurfactante da
classe dos lipopeptideos. As bactérias Pseudomonas putida (QIN; XU; JIA, 2022),
Pseudomonas putida CB-100 (ANGELES; REFUGIO, 2013) e Pseudomonas putida
21BN (TULEVA; IVANOV; CHRISTOVA, 2002) sdo descritas como produtoras de
biossurfactantes da classe dos glicolipidios. Ndo foram encontradas informagdes
sobre a producéo de biossurfactante por Acinectobacter rudis.
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As préximas etapas foram realizadas com a bactéria Bacillus cereus e o seu

respectivo biossurfactante.

5.2 PRODUGCAO DE BIOSSURFACTANTE UTILIZANDO DIFERENTES MEIOS DE
CULTIVO

A bactéria Bacillus cereus foi inoculada em meios de cultivo com diferentes
substratos com o objetivo de avaliar se o microrganismo era capaz de produzir
biossurfactantes nesses meios. Na Tabela 1 encontram-se os resultados do IE24 com
os respectivos EBLC. Os melhores resultados foram obtidos nos meios A (64,87 *
2,2%), B (62,13 £ 0,73), C (60,8 + 1,6%), D (60,43 + 0,62) e E (63,47 + 0,52), onde todos
apresentaram indice de emulsificacdo acima de 50% e nao apresentaram diferenca
estatistica, embora a composigdo do meio variasse (meio A = meio Dyg'’s total; meio
B = meio Dyg’s sem glicose; meio C = meio Dyg’s sem glicose + 6leo de soja usado;
meio D = meio Dyg’s sem glicose e peptona + dleo de soja usado; meio E= Dyg’s sem
glicose e extrato de levedura + 6leo de soja usado).

No EBLC do cultivo contendo meio F nao foi observado a formacao de
emulsdo no teste IE24. Isso ocorreu porque n&o foi oferecido ao microrganismo
nenhuma fonte de nitrogénio (N) (meio F= Dyg’s sem glicose, peptona e extrato de
levedura). Este resultado e os encontrados nos meios A, B, C, D e E, sugerem a
importancia da fonte de nitrogénio para a produgao do biossurfactante, uma vez que
apresentou nos meios onde foram encontrados os melhores indices de emulsificagao,
nao faltou molécula nitrogenada para o metabolismo microbiano. Segundo Nazareth
et al., (2021a), fontes de nitrogénio, como o extrato de levedura, podem aumentar o
crescimento celular em 25% devido a presenga de aminoacidos e outros compostos
estimuladores do crescimento celular.

As bactérias podem otimizar o seu metabolismo por meio de sistemas
regulatérios que permitem o uso sequencial das fontes de carbono e nitrogénio
disponiveis. Além disso, os aminoacidos sdo importantes, pois sao precursores da
sintese do grupo heptapeptideo da surfactina, portanto, o metabolismo do nitrogénio
€ essencial na produgéao dos lipopeptideos (HERBST, 2021; NAZARETH et al., 2021a;
WACKER et al., 2003).
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Com o objetivo de utilizar uma fonte alternativa de nitrogénio para o
microrganismo, o bagag¢o de malte foi testado, visto que se trata de um residuo da
industria cervejeira rico em proteinas, além de ser uma fonte rica em carboidrato
(HERBST, 2021; NAZARETH et al., 2021a).

Nos meios G, H e |, o meio Dyg’s foi suplementado com 1% (p/v) de bagaco
de malte seco, porém n&o houve crescimento microbiano sugerindo que este residuo
pode conter compostos que inibiram o crescimento microbiano, ndo servindo,
portanto, como substrato para o isolado bacteriano que foi selecionado neste estudo.

A utilizagdo de substratos de alto custo € um dos fatores limitantes que
envolvem uso de biossurfactantes em larga escala. Neste estudo, o bagaco de malte
nao foi uma boa fonte de carbono e nitrogénio, enquanto o 6leo de soja usado foi
considerado uma boa fonte de carbono para o microrganismo, e consequentemente,
para a producao de biossurfactantes, tendo a vantagem de ser uma fonte de carbono

de baixo custo, o que impacta no custo de producao (DURVAL et al., 2019).

Tabela 1 - Avaliacado da producgao de biossurfactantes em diferentes meios de

cultivo através do teste IE24

Meios de cultivos utilizados para a produc¢ao de

Codigo biossurfactantes E24 (%)
A Meio de cultivo Dyg’s 64,87 £ 2,22
B Dyg’s sem glicose 62,13 + 0,72
C Dyg’s sem glicose + 2% de 6leo de soja usado 60,8 £ 1,62
D Dyg’s sem glicose e peptona + 2% de 6leo de soja usado 60,43 + 0,62
E nggg’iss:(ro)glicose e extrato de levedura + 2% de dleo de 63.47 £ 0,52
E I;)yg’s sem peptona, extrato de levedura e glicose + 2% de 0,0+0,0°

Oleo de soja usado
G Dyg’s + 1% de bagacgo de malte 0,0 +0,0°
H Dyg’s sem glicose + 1% de bagaco de malte 0,0 +0,0°
I Dyg’s sem peptona + 1% de bagago de malte 0,0 +0,0°

Fonte: Autoria propria.
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5.3 AVALIAGAO DA ESTABILIDADE DA ATIVIDADE EMULSIFICANTE

Os biossurfactantes produzidos neste estudo foram avaliados quanto a
estabilidade em diferentes periodos de tempos, temperaturas, pH e concentracao de
NaCl. Embora os biossurfactantes presente no EBLC produzidos nos meios A, Be C,
nao apresentassem diferenga significativa no indice de emulsificacdo, os trés
biossurfactantes foram selecionados para avaliagcdo da estabilidade da atividade
emulsificante.

Estudos tém demonstrado que os biossurfactantes produzidos por bactérias
do género Bacillus, os lipopeptideos, principalmente do tipo surfactinas, sao estaveis
em diversas condi¢cdes (DURVAL et al., 2019; BARROS; QUADROS; PASTORE, 2008).

A analise da estabilidade de um biossurfactante é crucial para determinar suas
futuras aplicagdes, uma vez que é necessario que ele permaneca estavel em relagao
as variagdes ambientais, como a temperatura, pH, salinidade e tempo. A caracteristica
fundamental dos agentes emulsificantes € a de manter a estabilidade de emulsdes de
substancias com diferentes graus de polaridade com valores de |IE24 acima de 50%
(DURVAL et al., 2019; MAIA, 2017; BARROS; QUADROS; PASTORE, 2008).

5.3.1 Efeito do tempo na estabilidade dos Biossurfactantes

Na Figura 11, é possivel observar que o biossurfactante que emulsionou o
querosene produziu um indice de emulsificagao superior a 50% em todos os meios de
cultivo testados e n&o apresentaram diferenga estatistica ao longo dos 60 dias
avaliado.

Comparando os valores do meio A (meio Dyg’s total) com o meio B (meio
Dyg’s sem glicose), ndo foi encontrada diferenga significativa entre eles. E ao
comparar os valores das emulsdes do meio C (Dyg’s sem glicose + 2% 6leo de soja
usado) com os valores dos meios A e B, ndo foi encontrada diferenga significativa até
40 dias. A variacdo observada no meio C pode estar relacionada a presenca de
resquicios de 6leo do cultivo no EBLC utilizado para avaliagéo do IE, o que pode afetar

a atividade emulsificante.
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Figura 11 — Avaliacao da estabilidade da emulsédo gerada pelo biossurfactante

presente no extrato bruto (meios A, B e C) ao longo de 60 dias

IE (%)

C

A B
C RN RN e T D

Dias

Fonte: Autoria prépria.

A = Dyg’s total; B = Dyg’s sem glicose; C = Dyg’'s sem glicose + 6leo de soja usado. Barras
acompanhadas de letras maiusculas ndo diferem no teste de Tukey (p < 0,05) no mesmo tratamento.
Barras acompanhadas de letras minusculas ndo diferem no teste de Tukey (p < 0,05) entre os

tratamentos.

5.3.2 Estudo de Estabilidade Frente a Variacbes de pH

Observa-se na Figura 12 que a estabilidade da atividade emulsificante quando
exposta a variacbes de pH é afetada pelo tipo de meio utilizado para produzir o
biossurfactante.

Avaliando separadamente, os biossurfactantes produzidos no meio A exibiram
maior instabilidade, sendo encontrado uma pequena atividade emulsificante em
extremos de pH (2 e 10). Também apresentou diferenga significativa quando
comparado com a amostra que n&o recebeu tratamento (controle em pH 7). Em pH 4,
o querosene foi emulsificado mais que 50%, e ndo apresentou diferenga significativa
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com o controle, mas em pH 8, o metabdlito microbiano perdeu totalmente a
capacidade emulsificante.

Os biossurfactantes dos meios B e C foram mais estaveis, frente as
mudancgas de pH. O biossurfactante produzido em meio B, apresentou-se estavel em
condi¢des alcalinas, com um IE superior a 64% quando o pH variou de 6, a 10, e n&o
apresentando diferenga estatistica com o controle. No entanto em meio acido, foi
observado uma reducgao no IE para 55% em pH 4 e 53,5% em pH 2 e apresentou
diferenga estatistica com o controle. As emulsdes do biossurfactante produzido em
meio C, foram acima de 50% em todos os valores de pH testados e ndo apresentaram
diferencga significava entre seus valores e quando comparado com o controle.

Wang et al. (2024) demonstraram que o biossurfactante produzido por Bacillus
cereus GX7 apresentou-se estavel em pH superior a 6. Fernandes (2006) relata que o
biossurfactante produzido por Bacillus subtilis R14 se manteve estavel frente a
variacdo de pH de 4 a 8, porém houve perda significante da atividade emulsificante
em pH 2. O biossurfactante produzido por B. amyloliquefaciens C11 nao foi afetado
por variagbes de pH entre 5 e 9, enquanto, em pH 4, o IE24 foi reduzido
significativamente (SCHALCHLI et al., 2023).

Segundo Durval et al. (2019), biossurfactantes apresentam estabilidade da
atividade emulsificante em diferentes valores de pH, principalmente em meios
alcalinos. Podendo ser devido a melhor estabilidade das micelas de acido graxo-
surfactante na presenga de NaOH. Franga (2014) relata que em um ambiente acido,
a surfactina é precipitada, pois a presengca dos acidos glutamico e aspartico
(aminoacidos) em sua estrutura, fazem com que o contato acido cause a protonacao
da cadeia lateral destes aminoacidos, tornando a surfactina insoluvel em meio aquoso.
Hoffmann et al. (2021) também relataram que em pH mais alcalino ocorre o aumento
de carga negativa, causando a estabilizacdo das goticulas da emulsao devido ao
aumento nos grupos carboxila desprotonados.

Os resultados encontrados na literatura e neste estudo, mostram que o pH
pode influenciar na estabilidade da atividade emulsificante, dependendo do meio onde
o biossurfactante é produzido. E os biossurfactantes produzidos pelo género Bacillus
que foram encontrados na literatura, apresentam maior estabilidade em valores de pH
mais alcalino. Ja neste estudo, a atividade emulsificante do biossurfactante produzido

no meio C, foi mais estavel em relagdo ao pH.
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Figura 12 - Estabilidade da emulsdo gerada pelo biossurfactante presente no extrato
bruto (meios A, B e C) frente a variagdes de pH
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Fonte: Autoria prépria.
A = Dyg’s total; B = Dyg’s sem glicose; C = Dyg’s sem glicose + 6leo de soja usado. Barras

acompanhadas de letras mindsculas iguais nao diferem entre si pelo teste Tukey (P < 0,05).
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5.3.3 Efeito da Temperatura em Diferentes Tempos de Aquecimento

Na Figura 13, é possivel observar que a temperatura nao teve influéncia sobre
a atividade emulsificante dos biossurfactantes produzidos nos meios de cultivo A, B e
C.

Os valores do |IE entre as temperaturas e os tempos testados do meio A, néo
apresentaram diferenca significativa, variando entre 49,5% e 55,1%.

A emulsao formada pelo biossurfactante do meio B, chegou a formar |IE de até
67% e, entre as temperaturas e os tempos testados, ndo houve diferenca significativa,
tendo valores variando entre 62% e 67%.

O biossurfactante produzido no meio no qual havia lipidio (meio C) também
nao apresentou diferenga significativa entre os valores de IE, ficando entre 56,6% e
63,7%.

Estudos confirmam a estabilidade dos biossurfactantes produzido por
Bacillus, frente a variagbes de temperatura. Wang et al. (2024) relatam Bacillus
Cereus GX7 produz um biossurfactante que atinge IE acima de 55% em temperaturas
de 30 °C a 120 °C. Ja o biossurfactante produzido por Bacillus subtilis R14 se
apresentou como termoestavel a tratamentos com temperatura de 100 °C mesmo
depois de 3 horas (FERNANDES, 2006). Um estudo com B. amyloliquefaciens C11
mostrou que o IE24 nao foi significativamente afetado pela temperatura na faixa de 30
°C a 80 °C (SCHALCHLI et al., 2023). Franga (2014) observou que a atividade
emulsificante da surfactina produzida pela cepa ICA56, ndo apresentou variagdes

quando submetida a temperaturas de 4 °C a 121 °C, por 30 minutos.



Figura 13 — Estabilidade da emulsao gerada pelo biossurfactante presente no
extrato bruto (meios A, B e C) frente a variagbes de temperatura em diferentes
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Fonte: Autoria propria

A = Dyg's total; B = Dyg’'s sem glicose; C = Dyg’s sem glicose + 6leo de soja usado.
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5.3.4 Estabilidade Frente a Variacbes de Concentracdo de NaCl

Na Figura 14, é possivel observar que as variagdes de concentragcao de
salinidade n&o tiveram influéncia significativa sobre a atividade emulsificante dos
biossurfactantes produzidos nos meios A, B e C, permanecendo com um IE acima de
49,9%. O biossurfactante presente no EBLC do meio A se mostrou estavel e nao
apresentou diferenga significativa com o controle. O biossurfactante proveniente
EBLC do meio B apresentou IE entre 61,3% e 65% e o do meio C, o IE ficou entre
58,5% e 64,7%.

Fernandes (2006) relata que o biossurfactante produzido por Bacillus subtilis
R14 é estavel a tratamentos com concentragbes de até 20 % NaCl. O IE24
apresentado pela surfactina produzida pela cepa ICA56, teve uma redugao a medida
que a concentracdo de NaCl foi aumentando até 20%, porém os valores
permaneceram acima de 50% (FRANCA, 2014).

Os resultados obtidos na avaliagdo da estabilidade da atividade emulsificante
frente a variacbes de salinidade e temperatura, mostram que o biossurfactante
produzido pelo Bacillus cereus apresenta uma atividade emulsificante com boa
tolerancia a essas variagoes testadas, além de ter a capacidade de se manter estavel
por longos periodos. E dependendo do meio de cultivo onde o biossurfactante é
produzido, sua atividade emulsificante apresenta estabilidade frente a variagcbes de
pH. Uma caracteristica importante para futuras aplicacbes em diversos setores
industriais, podendo ser explorado em cosméticos, alimentos, produtos farmacéuticos
e biorremediagao, onde sao aplicagdes que apresentam condi¢des extremas (WU et
al., 2022).



Figura 14 — Estabilidade da emulsao gerada pelo biossurfactante presente no
extrato bruto (meios A, B e C) frente a variagdes de concentragdes de salinidade
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Fonte: Autoria prépria.
A = Dyg’s total; B = Dyg’s sem glicose; C = Dyg’'s sem glicose + 6leo de soja usado. Barras

acompanhadas de letras minusculas iguais nao diferem entre si pelo teste Tukey (P < 0,05).
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5.4 AVALIAGAO DA ATIVIDADE EMULSIFICANTE EM DIFERENTES COMPOSTOS
HIDROFOBICOS

Foi avaliado se o biossurfactante produzido pelo Bacillus cereus era capaz de
emulsificar diferentes compostos hidrofébicos através do teste do indice de
emulsificacdo e se a emulsdo formada era capaz de se manter estavel ao longo do
tempo, sendo avaliada apds 24, 48, 120 e 336 horas de formacdo da camada
emulsionada.

A Figura 15 apresenta os dados das emulsbes formadas entre os
biossurfactantes dos meios A = Dyg’s total, B = Dyg’s sem glicose e C = Dyg’s sem
glicose + 2% de dleo de soja usado e os diferentes compostos hidrofébicos testados,
comprovando a capacidade emulsificante do metabdlito microbiano.

O biossurfactante proveniente do EBLC do meio A (Figura 15a), foi capaz de
emulsificar a maioria dos compostos testados, sendo o acetato de etila o unico que
nao apresentou emulsdo. Os compostos que apresentaram |IE24 acima de 50%, foram
0 azeite, 6leo de soja usado e tolueno. E o cloroférmio, a gasolina e o 6leo diesel
formaram e emulsdo estavel ao longo de 336 horas. Com os outros compostos
testados, houve a formacao de emulsdo, mas a atividade emulsificante foi diminuindo
ao longo das 336 horas.

As emulsdes mais estaveis do biossurfactante do meio B (Figura 15b), foram
provenientes da interacao ao cloroférmio, diclorometano, gasolina, hexano e tolueno.
Com os outros compostos testados, houve a formacao de emulsao, mas a atividade
emulsificante foi diminuindo ao longo das 336 horas. O biossurfactante do meio B foi
0 que apresentou o melhor IE24 entre os meios, com valores de |IE acima de 50% em
quase todas as amostras.

No meio C (Figura 15c), as emulsdes que permaneceram estaveis ao longo
do tempo testado, foram com cloroférmio, diclorometano, gasolina, hexano e tolueno.
Com excegao do d6leo de soja usado que ndo formou emulsdo, todos os outros
compostos hidrofébicos apresentaram emulsdo. Os compostos que apresentaram
IE24 acima de 50% foram o azeite, cloroférmio, diclorometano, éter de petréleo,
hexano e tolueno.

Barros, Quadros e Pastore (2008) relatam que o biossurfactante produzido
por Bacillus subtilis LB5a foi capaz emulsionar compostos hidrofobicos como benzeno,
hexano, octano, gasolina, diesel e 6leo de soja. Ja biossurfactante produzido pelo



74

Bacillus subtilis SL apresentou atividade de emulsificagdo com petrdleo bruto (56%),
querosene (67%), octano (54%) e cetano (60%) (WU et al., 2022). O biossurfactante
produzido pelo Bacillus cereus UCP1615 foi capaz de emulsionar diferentes oleos
vegetais (Milho, soja, amendoim e canola) (DURVAL et al.,, 2021). A surfactina
produzida pela cepa ICA56 apresentou eficiéncia na emulsificagdo de compostos
hidrofébicos como: querosene (61,7%), hexadecano (64,5%), 6leo de soja (66,7%),
hexano (61,7%), gasolina (46,4%) e biodiesel de mamona (61,5%) (FRANCA, 2014).

Um bom agente emulsificante apresenta capacidade de formar emuls&do com
hidrocarbonetos, além de manter |IE24 acima de 50% em 24 horas de analise
(FRANCA, 2014). O biossurfactante produzido neste estudo pode ser considerado um
bom agente emulsificante, pois foi capaz de produzir emulsdes, principalmente nos
meios B e C, onde apresentou |IE24 superior a 50% na maioria dos compostos

testados.



Figura 15 — Propriedade emulsificante dos biossurfactantes presente no extrato

bruto livre de células dos meios A, Be C
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Fonte: Autoria propria.
(a) = Meio A - Dyg'’s total; (b) = Meio B - Dyg’s sem glicose; (¢) = Meio C - Dyg’s sem glicose
+ Oleo de soja usado.
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5.5 TESTE DE DISPERSAO EM OLEO

Para a realizagao do teste de dispersao em 6leo de motor queimado, foram
utilizados o EBLC produzido no meio A (Dyg’s normal), B (Dyg’s sem glicose) e C
(Dyg’s sem glicose + 2% de 6leo de soja usado). Os resultados foram observados
como apresentado na figura 16A, mostrando a presenga de uma zona clara de
dispersdo no 6leo de motor usado. A figura 16B apresenta os valores das médias
encontradas ao medir as zonas de dispersdo geradas pelo EBLC quando aplicados
no 6leo de motor queimado.

O biossurfactante do EBLC produzido em meio A apresentou uma dispersao
de 3,0 + 0,5° cm em dleo de motor usado. Ja o biossurfactante proveniente do meio B
apresentou uma dispersdo de 4,0 + 1,02cm e o do meio C foi de 5,0 + 0,5%° cm. Todos
os controles ndo apresentaram dispersao.

Phulpoto et al. (2020) relatam que o biossurfactante produzido por Bacillus
nealsonii S2MT apresentou uma zona de disperséo de 4,2 + 0,4 cm em 6leo. Degang
et al. (2023) mostrou que a surfactina de origem de B. subtilis ATCC 6633, tanto na
forma bruta quanto na purificada, foi mais eficaz na dispersédo de 6leo do que outros
surfactantes (ramnolipideo e pelo surfactante sintético SDS) testados, mesmo em
concentragcdes mais baixas. O biossurfactante bruto produzido por B. cereus BCSO foi
capaz de dispersar 86% do 0Oleo, na propor¢ao 1:1(DURVAL et al., 2019).

Essa atividade mostra uma possivel aplicacdo na biorremediacido, como
dispersante em areas contaminadas por 6leo. Sendo desejavel para essa aplicacao,
biossurfactantes com propriedades estaveis sob varias condicbes ambientais e
capacidade de dispersao de 6leo (DEGANG et al., 2023; DURVAL et al., 2019).
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Figura 16 — Imagens do teste de dispersao em 6leo de motor usado com
biossurfactantes produzidos em diferentes meios de cultivos
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Fonte: Autoria prépria.

Meio A = Dyg’s total; Meio B = Dyg’s sem glicose; Meio C = Dyg’'s sem glicose + 6leo de soja usado.
Médias (n = 3) acompanhadas da mesma letra mindscula na coluna nao diferem pelo teste de Tukey
(p < 0,05).
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5.6 EXTRACAO E CARACTERIZACAO

O sobrenadante do meio de cultivo contendo Dyg’s sem glicose (meio B) foi
selecionado para realizar a extragdo e caracterizagao quimica do biossurfactante. A
selecdo deste meio de cultivo, foi baseada nos resultados do IE24 e no custo de
producdo, uma vez que nao apresenta um dos componentes da formulagao original

do Dyg’s.

5.6.1 Extracao

Para a extracdo do biossurfactante produzido pela bactéria Bacillus cereus,
foi empregado método de extragdo acida. Inicialmente, foi utilizado um volume de
1500 mL de extrato bruto livre de células do meio de cultivo Dyg’s sem glicose (meio
B) e ao final do processo de extragéo, foi obtido 579,8 mg de biossurfactante liofilizado

que foi usado para caracterizagdo quimica e avaliagao das atividades bioldgicas.

5.6.2 Analise por Espectroscopia de Infravermelho FT-IR

Na figura 17 é possivel comparar os espectros de infravermelho obtidos na
analise da amostra e do padrao de surfactina.

Bandas entre 3300 e 3400 cm™' correspondentes a ligagdes de N-H e C-H,
sdo caracteristicas de compostos contendo carbono com grupo amino. As bandas em
2924 a 2800 cm™! indicam a presenca de cadeia alifatica. Bandas em 1650 a 1700 cm-
' sdo referentes a alongamento da ligagdo CO-N (caracteristicas de peptideos). As
bandas 1537,26 cm™'! referem-se a ligagdes de N-H combinadas com o estiramento da
ligagdo C-N (WANG et al., 2024; CHAPRAO et al., 2018; JOSHI; S.J., 2016; FARIA et
al., 2011; FARIA, 2010; JHA; ROCHA, 2007;).

Os grupos funcionais identificados sdao semelhantes aos relatados por Wang
et al. (2024); Maia et al. (2022), Nazareth et al. (2021), Jha, Joshi e S.J. (2016), e
(Faria 2010) que avaliaram biossurfactante da classe dos lipopeptideos (Surfactina)
produzido pelo género da bactéria Bacillus e que foi comparada com a Surfactina de
Bacillus subtilis 298,0% (HPLC) Sigma-Aldrich. Dessa forma, nossos resultados
sugerem que o biossurfactante produzido por B. cereus pertence a classe dos

lipopeptideos, sendo do tipo surfactina.
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Figura 17 — Espectro FT-IR do biossurfactante produzido por Bacillus cereus e
padrao de surfactina de Bacillus subtilis 298,0% (HPLC) Sigma-Aldrich
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Fonte: Autoria propria

5.7.2 Analise de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

O cromatograma do biossurfactante de Bacillus cereus (Figura 18A)
apresentou tempos de retencdo semelhantes aos do padrao surfactina de Bacillus
subtilis 298,0% (HPLC) Sigma-Aldrich (Figura 18B). A correlagao dos picos da Figura
18(B) com 18(A), aproxima a identidade do biossurfactante produzido pela bactéria

com a amostra padrao de surfactina.
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Figura 18 — Cromatogramas de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) do
biossurfactante (A) padrao Surfactina de Bacillus subtilis 298,0% (HPLC) Sigma-
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Fonte: Autoria prépria

4.8 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIVIRAL

4 .8.1 Citotoxicidade
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Foi realizada a avaliacao de citotoxicidade do biossurfactante produzido por

B. cereus cultivado em meio B (Dyg’s sem glicose). Diferentes concentragdes do
biossurfactante (31, 62, 125, 250 e 500 pg/mL) foram testadas em células Vero (ATCC

CCL81) para avaliagédo da viabilidade celular.
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A analise revelou que, na maior concentragao de biossurfactante testado (500
pg/mL), foram obtidas 70,42% de células viaveis (Tabela 2). Também foi determinada
a concentragao citotoxica de 50% (CC50), a qual é definida como a concentragao de
um agente que causa 50% de mortalidade das células submetidas a um teste de
toxidade. Na avaliagado do biossurfactante, o CC50 foi >500 ug/mL, uma vez que,

nessa concentragdo, mais de 50% das células permaneceram viaveis.

Tabela 2 — Resultados da avaliagao da atividade citotéxica do biossurfactante

produzido pela bactéria Bacillus cereus em células VERO ATCC CCL81

Atividade citotéxica do biossurfactante em células VERO (ATCC CCL81)

Concentragéo biossurfactante 31.25 62,5 125 250 500
(ug/mL)
células viaveis (%) 79,14 76,48 75,59 71,5 70,42

Fonte: Autoria propria

A avaliacdo de citotoxicidade esta entre os primeiros bioensaios in vitro
usados para prever a toxicidade de uma substancia, sendo realizado em laboratérios
em todo o mundo para classificar compostos e avaliar a seguranca (DURVAL et al.,
2021).

Basit et al. (2018) relatam que o biossurfactante produzido por cepas de
Bacillus cereus apresentaram 63% de viabilidade celular até a concentragao
10mg/mL, sendo considerado n&o téxico ou seguro. No estudo de Durval et al. (2021),
os autores relatam que Bacillus cereus UCP 1615, ndo apresentou citotoxicidade para
linhagem de células Vero, tendo uma viabilidade celular de 54% quando expostas a
maior concentragao (400 pg/mL). Os dados encontrados na literatura mostram valores
de viabilidade celular mais baixos que os encontrados neste estudo, uma vez que o
biossurfactante produzido pela bactéria Bacillus cereus UELAsF2.2 quando testado

em diferentes concentracdes teve a viabilidade celular acima de 70%.

5.8.2 Avaliagédo Antiviral E Mecanismo De Agao Do Biossurfactante

A atividade antiviral foi avaliada contra o virus herpes simples 1 (HSV-1) (cepa
KOS), que é um virus que causa infecgdes liticas, causando a destruicdo das células.

O método do MTT, que foi empregado para avaliar a atividade antiviral do
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biossurfactante, é utilizado para quantificar a viabilidade celular na presenca do
agente viral (FROHNER, 2003).

As concentragbes de 400, 200, 100 e 50 pg/mL de biossurfactante, foram
testadas em diferentes tempos de contato com a célula Vero e o virus e depois
determinada a viabilidade celular. A tabela 3 mostra os valores encontrados na
avaliacao.

No tempo Oh, a amostra, as células e as particulas do virus foram incubadas
simultaneamente e na concentragdo maxima testada (400 pg/mL), foi observado
100% de inibi¢ao viral.

No efeito virucida, o biossurfactante ficou em contato com o virus por 1 hora,
para avaliar a acdo da substancia diretamente na particula viral. E apds 1 hora de
exposicao, o teste revelou que na maior concentragéo testada, foi inibido 41,76% da
replicagao do virus.

No efeito pré-infecgcao, as células Vero foram expostas ao biossurfactante por
1 hora, antes da inoculacéo viral. O teste revelou que na concentragdo maxima testada
de 400 yg/mL, 14,80% do HSV - 1 foi inibido.

E no efeito pds-infecgao, as células Vero foram infectadas com o HSV - 1 por
1 hora e depois expostos as concentracdes de biossurfactante. O teste revelou que
na concentragao maxima testada de 400 pg/mL, 15,80% do HSV - 1 foi inibido.

Os resultados mostram que o biossurfactante produzido pelo B. cereus
apresenta atividade antiviral e seu mecanismo de agao ocorre na particula de virus,
fora da célula. Segundo Barros et al. (2007) a ruptura total dos envelopes lipidicos
virais e parcial dos capsideos causado pela surfactina, sugere que a sua agao antiviral
seja devida a interagao fisico-quimica com os lipidios virais.

A concentragao de biossurfactante que provoca 50% de inibi¢cao viral (ICso) foi
determinada em 53ug/mL considerando a dose de 500ug/mL (Tabela 2) como CCso 0
indice de seletividade (IS), que é a dose maxima capaz de inibir 50% do virus, sem
ter acao toxica, > 9,43.

Segundo Faria (2010), a surfactina produzida por B. subtilis LSFM-05 foi
capaz de inibir a infectividade do virus BoHV-1 (Bovine Herpes virus -1). E seu
mecanismo acgao, ocorreu pela desestruturacdo dos componentes lipidicos e
glicoprotéicos que constituem o envelope viral do virus.

Basit et al. (2018) mostraram que os biossurfactantes provenientes das cepas

B. cereus apresentaram atividade antiviral in vitro contra o virus da doenga de New
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Castle (NDV), e a medida que a concentracdo de biossurfactante aumentava, o

percentual de reducgao do titulo viral também aumentava.

Tabela 3 — Resultado da avaliacdo do percentual de inibigdo do HSV-1 pelo

biossurfactante produzido pela bactéria Bacillus cereus

Percentual de inibi¢do do virus HSV-1 pelo biossurfactante (%)

Concentragao biossurfactante (ug/mL) 400 200 100 50
0 horas 100 91,37 62,94 37,45
Efeito virucida 41,76 26,70 14,59 0,00
Efeito pré-infecgdo 14,80 12,43 12,43 0,48
Efeito pos-infecgao 15,80 14,31 13,13 0,06

Fonte: Autoria prépria

5.7 AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A oxidagao pode ocorrer durante o processamento e/ou armazenamento de
produto (como alimentos, cosméticos e medicamentos) onde causam a sua
deterioragao, gerando alteragdes da cor, sabor, textura e até a seguranca. A utilizagao
de agentes antioxidantes para controle de processo de oxidagdo € um método muito
eficaz (DURVAL et al., 2021).

Neste estudo, na avaliagdo da atividade antioxidante do biossurfactante
produzido por B. cereus foram obtidos os valores de 24,44% + 3,6 de inibicdo do
radical DPPHe, 2,589% % 0,9 de inibicdo do radical ABTS+ e presenca de 0,374 +
0.002 mg de equivalentes de acido galico por 100 g com uma concentragao de
1mg/mL.

Os resultados apresentados por Ciurko et al. (2022) mostram que a surfactina
produzida por B. subtilis #309 apresentou tracos de atividade antioxidante, com
valores de 11,67 + 0,8 para DPPH- e 3,77 + 0,22 para ABTS+ na concentracao de 1
mg/mL.

Durval et al. (2021) relatam que o biossurfactante produzido Bacillus cereus
UCP 1615 nao apresentou potencial antioxidante suficiente para servir como unico

agente antioxidante, tendo uma inibicdo oxidativa em relagcdo a capacidade de
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sequestro de DPPH- de 28,45%, na maior concentragao testada (40 mg/mL). E na
avaliacao com base no sequestro de ABTS+, o indice obtido na maior concentragao
de biossurfactante foi de 36,67 %.

Basit et al. (2018) avaliaram o potencial antioxidante de biossurfactantes
proveniente das cepas B. cereus MMIC1, MMIC 2 e MMIC 3, os resultados mostram
que a atividade de eliminacédo do DPPH- foi encontrada na faixa de 27% a 63% com
uma concentragdo de 0,5 a 2,0 mg/mL, indicando que o poder redutor dos
biossurfactantes € dependente da dose.

A capacidade de redugao dos biossurfactantes lipopeptidicos, no que diz
respeito a atividade do DPPHe, pode estar relacionada a presencga de grupos hidroxila
em sua estrutura. E o numero de grupos hidroxila na estrutura da surfactina esta
relacionado a presenga dos aminoacidos glutamato e aspartato em seu anel peptidico,
sendo esses aminoacidos constantes em todos homologos de surfactina (CIURKO et
al., 2022).
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6. CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo demonstraram a possibilidade de produgao
de biossurfactantes, por meio de bactérias isoladas de alho roxo comercializado no
norte do Parana, sendo a cultura Bacillus cereus UELAsF2.2 a mais promissora para
tal atividade. Com a presente pesquisa também foi possivel demonstrar que a cultura
Bacillus cereus UELAsF2.2 pode produzir biossurfactante em meios de cultivo com
diferentes composicdes, com destaque para o meio com 6leo de soja usado e 0 meio
sem glicose, meios estes que surgem como alternativa para a produgdo de
surfactantes, tendo em vista o custo elevado de tal producido. As analises de
caracterizagdo quimica mostraram que o biossurfactante produzido pela bactéria é
uma surfactina, que pertence a classe dos lipopeptideos. Além disso, demonstrou-se
que a composi¢ao do meio de cultivo pode influenciar na atividade emulsificante frente
ao pH. No que tange potenciais aplicagdes, o biossurfactante produzido apresentou
atividade emulsificante, estavel por 60 dias e frente a variagdes de temperatura e
salinidade, capacidade de emulsionar diferentes compostos hidrofébicos e de
dispersar 6leo de motor usado, além de possuir atividades biolégicas (antiviral e

antioxidante) e n&o apresentar citotoxicidade em células Vero (ATCC CCL81).
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