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RESUMO

Lipopeptideos, metabdlitos produzidos por espécies do género Bacillus, destacam-se
por suas propriedades antioxidantes e seu potencial de aplicagdo nas industrias
alimenticia, cosmética e farmacéutica. A crescente demanda por antioxidantes
naturais, em substituicido aos sintéticos que podem representar riscos a saude,
ressalta a relevancia de solugdes biotecnoldgicas sustentaveis e renovaveis. Nesse
contexto, este estudo teve como objetivo produzir, caracterizar e avaliar as
propriedades antioxidantes de lipopeptideos produzidos pela linhagem Bacillus sp.
UELAsF1.483, e aplicar os lipopeptideos em formulagdes filmogénicas. A linhagem foi
cultivada em meio contendo glicose e acido glutamico, com 2% de inéculo, por até 96
horas, a 150 rpm e 37°C. A presencga de biossurfactantes foi confirmada por meio de
ensaios de indice de emulsificacdo e espalhamento de 6leo. Os lipopeptideos foram
extraidos por precipitagdo acida seguida de extragcdo organica e submetidos as
andlises de suas caracteristicas estruturais e ensaios de atividade antioxidante, e
desenvolvimento de formulagdo filmogénica. Os resultados indicaram que o
sobrenadante induziu dispersdo na camada de 6leo e formou emulsdes estaveis com
indices de emulsificacdo superiores a 50%, confirmando a presenca de
biossurfactantes com propriedades tensoativas e emulsificantes, especialmente apds
72 de fermentagdo. A atividade antioxidante aumentou significativamente apos 48
horas de cultivo, estabilizando entre 35-40% em 72 horas. Com base nesses
resultados, o tempo de fermentacédo de 72 horas foi escolhido para os experimentos
subsequentes. Nesse intervalo, a produg¢ao de biossurfactantes alcangou 0,45 g/L. A
analises estruturais confirmou a presenga de grupos funcionais tipicos de
lipopeptideos, identificando tempos de retencido compativeis com padrdes descritos
na literatura. O lipopeptideo produzido foi denominado LP.F1483 e apresentou 47,26%
de inibigdo de radicais DPPH, em baixas concentragdes, além de apresentar atividade
antioxidante total, equivalente ao Trolox, antioxidante de referéncia. Além disso, o
lipopeptideo LP.F1483 foi incorporado em filmes biodegradaveis a base de amido e
gelatina, 0%, 2.5 mg, 5 mg e 25 mg/100g polimero. A solubilidade em agua aumentou
de forma dependente da concentragao de LP.F1483, atingindo 56,97 % nos filmes com
maior teor do aditivo, o que evidencia a desestabilizacdo da matriz polimérica e maior
afinidade com a agua. A analise por espectroscopia FT-IR confirmou a presenca de
interacdes tipicas entre os componentes dos filmes e grupos funcionais relacionados
ao lipopeptideo. Por fim, a atividade antioxidante nos filmes foi observada apenas na
formulacdo com 25 mg de LP.F1483, que apresentou 45,53% de inibicdo de radicais
DPPH, demonstrando um efeito dose-dependente e o potencial desses materiais para
uso como embalagens ativas ou cosméticos funcionais. Esses achados destacam o
potencial de Bacillus sp. UELAsF1.483 como uma ferramenta biotecnolégica
promissora, contribuindo para o desenvolvimento de alternativas naturais aos
antioxidantes sintéticos e abrindo novas perspectivas para inovagdes sustentaveis nas
industrias cosmética, alimenticia e farmacéutica.

Palavras-Chave: Lipopeptideos; DPPH; Antioxidante; Filme.
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ABSTRACT

Lipopeptides, metabolites produced by species of the genus Bacillus, stand out for their
antioxidant properties and their potential for application in the food, cosmetic and
pharmaceutical industries. The growing demand for natural antioxidants, to replace
synthetic ones that can pose health risks, highlights the relevance of sustainable and
renewable biotechnological solutions. In this context, this study aimed to produce,
characterize and evaluate the antioxidant properties of lipopeptides produced by the
Bacillus sp. UELAsF1.483 strain, and to apply the lipopeptides in film-forming
formulations. The strain was cultivated in a medium containing glucose and glutamic
acid, with 2% inoculum, for up to 96 hours, at 150 rpm and 37°C. The presence of
biosurfactants was confirmed by emulsification index and oil spreading tests. The
lipopeptides were extracted by acid precipitation followed by organic extraction and
subjected to analysis of their structural characteristics and antioxidant activity tests,
and development of a film-forming formulation. The results indicated that the
supernatant induced dispersion in the oil layer and formed stable emulsions with
emulsification indices higher than 50%, confirming the presence of biosurfactants with
surfactant and emulsifying properties, especially after 72 hours of fermentation. The
antioxidant activity increased significantly after 48 hours of cultivation, stabilizing
between 35-40% at 72 hours. Based on these results, the fermentation time of 72
hours was chosen for the subsequent experiments. In this interval, the production of
biosurfactants reached 0.45 g/L. Structural analysis confirmed the presence of
functional groups typical of lipopeptides, identifying retention times compatible with
standards described in the literature. The lipopeptide produced was named LP.F1483
and presented 47.26% inhibition of DPPH radicals at low concentrations, in addition to
presenting total antioxidant activity, equivalent to Trolox, the reference antioxidant.
Furthermore, the lipopeptide LP.F1483 was incorporated into biodegradable films
based on starch and gelatin, 0%, 2.5 mg, 5 mg and 25 mg/100g polymer. The water
solubility increased in a concentration-dependent manner of LP.F1483, reaching
56.97% in the films with higher additive content, which evidences the destabilization of
the polymer matrix and greater affinity with water. The FT-IR spectroscopy analysis
confirmed the presence of typical interactions between the components of the films and
functional groups related to the lipopeptide. Finally, the antioxidant activity in the films
was observed only in the formulation with 25 mg of LP.F1483, which presented 45.53%
inhibition of DPPH radicals, demonstrating a dose-dependent effect and the potential
of these materials for use as active packaging or functional cosmetics. These findings
highlight the potential of Bacillus sp. UELAsF1.483 as a promising biotechnological
tool, contributing to the development of natural alternatives to synthetic antioxidants
and opening new perspectives for sustainable innovations in the cosmetic, food and
pharmaceutical industries.

Key-words: Lipopeptides; DPPH; Antioxidant; Films.
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1 INTRODUGAO

O estresse oxidativo € um desequilibrio entre a produgao de espécies reativas
de oxigénio (EROs) e a capacidade do organismo em neutraliza-las. Essas espécies,
geradas por processos naturais ou por estressores ambientais, como xenobidticos,
podem danificar DNA, proteinas e lipidios, contribuindo para doencas como
envelhecimento precoce, cancer, e doencgas inflamatérias, cardiovasculares,
neuroldgicas e hepaticas.

Os antioxidantes sao moléculas amplamente aplicadas nas industrias
farmacéutica, cosmética e alimenticia devido a sua capacidade de neutralizar o
estresse oxidativo, a maioria dos antioxidantes disponiveis comercialmente sdo de
origem sintética. Antioxidantes sintéticos como BHA (beta hidroxiacidos), BHT
(hidroxitolueno butilado), PG (galato de propilo) e TBHQ (terc-butil hidroquinona), sdo
amplamente utilizados devido a sua estabilidade, desempenho, baixo custo e
disponibilidade. Porém, o consumo prolongado de antioxidantes sintéticos resultar em
diversos problemas de saude, como alergias, problemas gastrointestinais e aumento
do risco de cancer.

Como uma alternativa que apresente as mesmas propriedades antioxidantes,
os lipopeptideos vém se destacando como uma alternativa sustentavel e segura em
relacao aos antioxidantes sintéticos. Esses compostos, produzidos principalmente por
bactérias do género Bacillus, podem ser utilizados para substituir antioxidantes
sintéticos potencialmente toxicos. Esses compostos apresentam alta capacidade de
neutralizar radicais livres, protegendo células contra danos oxidativos e prevenindo o
envelhecimento precoce da pele. Além disso, sua estrutura anfifilica permite a
estabilizacdo de membranas celulares, reduzindo os efeitos do estresse oxidativo.
Sua produgdo por fermentacdo microbiana permite um processo escalavel e
ecologicamente viavel, reduzindo a dependéncia de derivados petroquimicos e
promovendo alternativas seguras e eficazes para a industria cosmética e
farmacéutica.

Os lipopeptideos sdo um grupo heterogéneo de metabdlitos secundarios
compostos por uma cadeia lipidica ligada a uma sequéncia peptidica. Existem varias
classes e subclasses de lipopeptideos e os principais representantes estao incluidos

nas familias das surfactinas, iturinas e fengicinas. Os lipopeptideos possuem diversas
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propriedades bioldgicas, incluindo atividades antimicrobiana, antioxidante,
antitumoral, anti-inflamatoria e cicatrizante, e sdo eficazes agentes emulsificantes e
tensoativos. Especificamente, a surfactina, um lipopeptideo amplamente estudado,
tem demonstrado uma atividade antioxidante significativa, comparavel a de
antioxidantes sintéticos (BHA) e naturais (vitamina C) ja bem estabelecidos na

literatura, capaz de apresentar atividade antioxidante em ensaios de DPPH e FRAP.

Nesse contexto, esse trabalho foi motivado pela potencialidade de caracterizar
um agente terapéutico versatil, capaz de atuar como um antioxidante eficaz, além de
possuir propriedades emulsificantes e tensoativas. Ao explorar o potencial terapéutico
dos antioxidantes naturais, pretende-se n&o apenas contribuir para o desenvolvimento
de alternativas mais seguras e sustentaveis aos antioxidantes sintéticos, mas também
explorar possibilidades de aplicagcbes em setores variados, como a medicina, a
industria farmacéutica, alimenticia e cosmética, abrindo novas possibilidades para

inovagodes tecnoldgicas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Produzir, caracterizar, e avaliar as propriedades antioxidantes e aplicagdo em

filmes de biopolimeros de lipopeptideos produzidos por Bacillus sp. UELAsF1.483

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Produzir lipopeptideos por fermentagcao submersa;

% Realizar a extragao organica dos lipopeptideos;

¢ Caracterizar estruturalmente os lipopeptideos;

¢ Avaliar a citotoxicidade dos lipopeptideos em cultura celular;

¢ Avaliar a capacidade emulsificante dos lipopeptideos;

¢ Avaliar a capacidade de reducao da tensao superficial dos lipopeptideos;

¢ Avaliar o potencial antioxidante dos lipopeptideos;

% Aplicar lipopeptideos em filmes biopoliméricos de amido e gelatina;

% Caracterizar os filmes quanto aos aspectos fisico-quimicos e propriedades

antioxidantes.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 BIOSSURFACTANTES

Os biossurfactantes sdo compostos anfifilicos, capazes de reduzir a tenséo
superficial e interfacial entre liquidos, solidos e gases. Sado de origem bioldgica
particularmente microrganismos como bactérias, leveduras e fungos. Os
biossurfactantes sdo considerados mais ecolégicos em comparagdo com seus
equivalentes sintéticos, que sio derivados de petroquimicos (Miao et al., 2024). Sua
biodegradabilidade minimiza a poluigdo e apoia praticas ecoldgicas em varias
industrias. Além disso, os biossurfactantes geralmente exibem baixa citotoxicidade,
tornando-os mais seguros para a saude humana e para o meio ambiente, sendo
menos propensos a causar reagdes adversas em comparagao com alguns
surfactantes sintéticos que podem ter efeitos nocivos em altas concentragdes (Akbari
et al., 2018).

Os biossurfactantes também sao versateis, podem ser utilizados em uma ampla
gama de aplicagdes, incluindo biorremediagcdo, ao aumentar a solubilidade e a
biodisponibilidade de poluentes hidrofébicos por meio de micelizagdo, emulsificagao
e interacao celular. Reduzindo a tenséao superficial, formando micelas que encapsulam
contaminantes como hidrocarbonetos e pesticidas, facilitando sua degradacao
microbiana. Além disso, podem complexar metais pesados (Pb?*, Cd?*), permitindo
sua extracado do solo. Algumas cepas, como Bacillus e Pseudomonas, aumentam a
adesdo microbiana aos poluentes e removem até 97% de hidrocarbonetos de alta
massa molecular. Sao sustentaveis, biodegradaveis e eficazes em diversas condi¢des
ambientais, mas seu custo de producdo ainda representa um desafio (Lawniczak;
Marecik; Chrzanowski, 2013; Mulligan, 2021). Na agricultura, atuando como
emulsificantes em formulacdes de pesticidas; e na industria farmacéutica, servindo
como sistemas de liberagdo de medicamentos devido a sua capacidade de encapsular
compostos bioativos (Akbari et al., 2018). Essas inumeras aplicagdes se devem as
propriedades emulsificantes, tensoativas e uma ampla gama de atividades bioldgicas
especificas.

Os biossurfactantes também podem atuar de maneira sinérgica com outros

compostos, melhorando sua eficacia em aplicagdes como produtos de limpeza e
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farmacéuticos. Essa sinergia pode levar a um melhor desempenho na redugéo da
tensdo superficial e na estabilizaggo de emulsdes. Além disso, muitos
biossurfactantes mantém sua eficacia em uma ampla faixa de temperaturas e niveis
de pH, tornando-os adequados para diversos processos industriais (Olasanmi; Thring,
2018).

Desta forma, o mercado de biossurfactantes esta em rapida expansido, com
projecdes estimando um salto de US$ 1,2 bilhdo em 2022 para US$ 2,3 bilhdes até
2028, com uma taxa anual de crescimento composta de 11%. Esses compostos
encontram aplicagdes em areas como detergentes, industria alimenticia, bebidas,
agricultura e medicamentos. Esse avango é evidente em regides como Europa,
América do Norte, Asia-Pacifico e América do Sul, refletindo uma demanda crescente
e perspectivas promissoras para o setor (“Biosurfactants Market worth $2.3 billion by
20287, 2022).

Os biossurfactantes estdo divididos em varias classes, como glicolipidios,
fosfolipideos, acidos graxos e lipopeptideos, com caracteristicas estruturais e
atividades biologicas especificas. Os lipopeptideos sao biossurfactantes produzidos
principalmente por linhagens do género Bacillus. Possuem ampla gama de atividades
bioldgicas, incluindo atividade antimicrobiana, antifungica, antiviral e antioxidante.
(Barros et al., 2007).

3.1.1 Antioxidantes Lipopeptideos Bacterianos: Estrutura e Biossintese

Os lipopeptideos sdo uma classe de moléculas anfifilicas compostas por uma
parte lipidica ligada a uma cadeia peptidica, eles sdo produzidos por diversos
microrganismos, incluindo bactérias e fungos, e sdo reconhecidos por suas diversas
atividades bioldgicas e aplicagdes industriais (Pilz et al., 2023).

Os lipopeptideos consistem em dois componentes principais: a parte peptidica,
que geralmente é um peptideo ciclico ou linear formado por aminoacidos, e a parte
lipidica, que inclui uma ou mais cadeias de acidos graxos que podem variar em
comprimento e saturacdo. A estrutura unica dos lipopeptideos permite que eles
exibam propriedades surfactantes, possibilitando a reducdo da tensao superficial

entre diferentes substancias, como 6leo e agua (Pilz et al., 2023). Existem varias
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classes e subclasses de lipopeptideos e os principais representantes estao incluidos
nas familias das surfactinas, iturinas e fengicinas (Figura 1) (Barros et al., 2007).

Os lipopeptideos sdo considerados metabdlitos secundarios porque nao sao
essenciais para o crescimento ou reproducdo imediata dos microrganismos
produtores, como o Bacillus subtilis, mas conferem vantagens adaptativas no
ambiente. Como metabdlitos secundarios, sua produgao geralmente ocorre em fases
especificas do crescimento celular e é influenciada por condicbes ambientais. Seu
principal beneficio estd na capacidade de atuar como biossurfactantes e agentes
antimicrobianos, ajudando o microrganismo a competir por espaco e nutrientes, inibir
patégenos concorrentes e facilitar a colonizagao de superficies (Barros et al., 2007).

Esses compostos desempenham fungdes essenciais para a sobrevivéncia das
bactérias, incluindo a adaptacdo a condicbes ambientais adversas, a formacédo de
biofilmes e esporulagéo, a regulagdo da motilidade e acesso a nutrientes, além de sua
potente atividade antimicrobiana contra competidores. Também favorecem a
transferéncia de material genético entre diferentes bactérias, permitindo a
incorporagao de novas caracteristicas que aumentam a diversidade e a resiliéncia das
populagdes bacterianas (Gutiérrez-Chavez; Benaud; Ferrari, 2021).

A biossintese de lipopeptideos, incluindo a surfactina, ocorre por meio de
complexos caminhos bioquimicos, principalmente envolvendo sintases de peptideos
nao ribossémicos (NRPS). A sintese de lipopeptideos é realizada através por
componentes metabdlicos codificados por agrupamentos organizados de genes
conhecidos como clusters de genes biossintéticos (BGCs). Esses clusters contém os
genes necessarios para a sintese e regulagao dos lipopeptideos (Felnagle et al., 2008;
Gutiérrez-Chavez; Benaud; Ferrari, 2021).

As principais enzimas responsaveis pela sintese de lipopeptideos sdo as NRPS
(Non-Ribosomal Peptide Synthetases,), que sao proteinas multimodulares. Cada
NRPS é composta por multiplos dominios que desempenham fun¢des especificas no
processo de sintese. Os dominios-chave nas NRPS incluem o dominio de adenilagao
(A), que ativa aminoacidos formando aminoacil-adenilato; o dominio de proteina
transportadora peptidica (PCP), que atua como transportadora para a cadeia peptidica
em crescimento; e o dominio de condensacgao (C), que catalisa a formagao de ligagoes
peptidicas entre os aminoacidos (Théatre et al., 2021).
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A biossintese da surfactina pode ser dividida em trés etapas principais: a
biossintese de acidos graxos, na qual os acidos graxos sao ativados para formar
acil-CoA graxo por meio da ligase acil-CoA; a biossintese de aminoacidos, onde
aminoacidos especificos, como L-glutamato, L-aspartato, L-leucina e L-valina, sé&o
sintetizados e preparados para incorporagéo na cadeia peptidica; e a montagem do
peptideo, onde os aminoacidos ativados sdo montados no acil-CoA graxo por meio de
uma série de reacdes de condensagcdo mediadas pela NRPS, resultando em um
precursor linear que é subsequentemente ciclado para formar a estrutura final do
lipopeptideo (Roongsawang; Washio; Morikawa, 2010).

A ciclagem do peptideo linear é frequentemente catalisada por um dominio de
tioesterase terminal (TE) no final do processo de sintese. Esta etapa é crucial, pois

estabiliza a estrutura do lipopeptideo e aumenta sua bioatividade (Gao et al., 2016).

3.1.2 Surfactinas

A surfactina é um lipopeptideo ciclico produzido por certas espécies de
bactérias do género Bacillus, em particular B. subtilis. A surfactina foi identificada pela
primeira vez em 1969 e é reconhecida por suas notaveis propriedades surfactantes,
além de sua atividade antimicrobiana de amplo espectro (Pilz et al., 2023).

A surfactina desempenha um papel crucial na sobrevivéncia do B. subtilis ao
facilitar sua adaptacado a condi¢des ambientais adversas. Estudos recentes relatam
sua atividade como molécula sinalizadora no quorum sensing, foi possivel observar
sua atividade na coordenacgao de processos vitais das bactérias, como a formagao de
biofiimes e a esporulagéo, tal propriedade garante a protegdo e resisténcia em
cenarios de escassez de nutrientes. A molécula apresenta uma potente atividade
antimicrobiana, mediada pela desestabilizagdo de membranas celulares de
competidores, protege a populacao bacteriana contra ameagas externas. (Rahman et
al., 2021; Zhen et al., 2023).

A estrutura da surfactina consiste em uma cadeia de heptapeptideos formada
por sete aminoacidos, que sao: L-glutamico, L-leucina, D-leucina, L-valina, Laspartato,
D-leucina e L-leucina. Este peptideo forma uma estrutura de anel lactona com uma
cadeia de acido graxo B-hidroxilo que pode variar em comprimento, geralmente entre
12 e 16 atomos de carbono. (Hamley, 2015; Kanwar, 2017; Pilz et al., 2023)
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3.1.3 lturinas

lturinas sao lipopeptideos ciclicos descobertos no inicio da década de 1980
produzidos principalmente por cepas de B. subtilis e Bacillus amyloliquefaciens. As
iturinas tém sido extensivamente estudadas por suas aplicagdes na agricultura, como
biopesticidas e em produtos farmacéuticos para tratamentos de infecgdes (Yaraguppi
et al., 2023).

A variante mais estudada, a iturina A, é composta de sete aminoacidos (Asn-
Tyr-Asn-GIn-Pro-Asn-Ser) ligados a uma cadeia lateral de acido graxo B-amino,
tipicamente entre 14 a 17 atomos de carbono de comprimento (Gao et al., 2022). Elas
atuam formando poros na membrana dos fungos, aumentando a permeabilidade ao
potassio e levando a lise celular, com atividade dependente da presencga de esterois.
Suas aplicagdes incluem o uso como biofungicidas na agricultura, biossurfactantes na
industria alimenticia e na recuperagao de petréleo (Wan et al., 2021; Yaraguppi et al.,
2022).

3.1.4 Fengicinas

Fengicina € um lipopeptideo ciclico produzido por B. subtilis. O composto foi
identificado pela primeira vez em 1986, reconhecendo B. subtilis como uma fonte de
lipopeptideos ciclicos bioativos com propriedades antifungicas significativas
(Vanittanakom et al., 1986).

Estruturalmente, a fengicina é composta por uma sequéncia de aminoacidos
especificos: D-alanina, L-isoleucina, L-prolina, D-alo-treonina, trés acidos
Lglutamicos, D-tirosina, L-tirosina e D-ornitina. Existem duas variantes principais da
fengicina: a fengicina A, que contém D-alanina, e a fengicina B, onde a D-alanina é
substituida por D-valina. Ambas as variantes apresentam fragdes lipidicas variaveis
que incluem acidos graxos, como acido anteiso-pentadecanoico (ai-C15), acido
isohexadecanoico (i-C16) e acido n-hexadecanoico (n-C16) (Gimenez et al., 2021).

A fengicina apresenta uma potente atividade antifungica, atuando
principalmente na desestabilizacdo das membranas celulares dos fungos ao se ligar
a esterdis e fosfolipidios, causando vazamento e lise celular. Além disso, pode
interferir na sintese de DNA e na fungcdo de organelas. Sua eficacia € alta contra

fungos filamentosos, como Rhizopus stolonifer e Venturia spp., com concentragdes



22

inibitorias comparaveis a fungicidas sintéticos, mas € inativa contra leveduras e
bactérias devido a dependéncia de esterdis na membrana-alvo. (Vanittanakom et al.,
1986; Gimenez et al., 2021).



Figura 1 — Estrutura quimica dos principais lipopeptideos.

Surfactina

HC

Iturina

.
Fengicina “
OH
OH
OH OH
B H
HiC N N
\/\/\/\/\/\/\(\”/ N
H
OH 0 H
HO
“NH
HyC OH
0
HO
N,
H,C
H
N N
H
L OH
OH
HO NH,

Fonte: Pilz et al., 2023 (adaptado).

23



24

3.2 MICRORGANISMOS PRODUTORES

Os lipopeptideos sao moléculas que podem ser produzidas por diversos
microrganismos, especialmente bactérias. Os principais produtores incluem o género
Bacillus, que inclui mais de 200 espécies, principalmente isoladas do solo (Ghafoor;
Hasnain, 2009). Bacillus subtilis € um dos principais produtores, mas outras espécies
de Bacillus também sao capazes de produzir lipopeptideos. Ele € um bastonete
Gram-positivo, com 2-6 ym de comprimento e 1 um de diametro, capaz de formar
esporos. Suas colénias podem ter formatos arredondados ou irregulares, com
coloragdo que varia de creme a marrom, podendo sofrer alteragbes morfolégicas
conforme o meio de cultura utilizado (Rudner et al., 1998).

O B.subtilis ¢ mais conhecido por produzir surfactina, além de outros
lipopeptideos como iturinas e fengicinas. Outras espécies do género como Bacillus
licheniformis, Bacillus pumilus, Bacillus cereus e Bacillus thuringiensis, também sao
produtores de iturinas e fengicinas (Qiao et al., 2024).

No género Pseudomonas, Pseudomonas aeruginosa produz lipopeptideos, que
tém aplicagdes na agricultura e biorremediacao (Vedaraman; Venkatesh, 2011; Qiao
et al., 2024). No género Serratia, espécies como Serratia marcescens produzem
lipopeptideos com propriedades antimicrobianas (Lyu et al., 2022; Decker et al., 2024).

Outros géneros, como Paenibacillus, Myxococcus, Cystobacter e Lysobacter,
também sao conhecidos por produzir lipopeptideos. Algumas espécies de
cianobactérias também sao produtoras de lipopeptideos com potencial biotecnoldgico.
Esses microrganismos representam valiosas fontes de compostos bioativos com
aplicagdes em medicina, agricultura e remediagao ambiental, e a exploragao de cepas
subutilizadas pode revelar novos produtores com propriedades unicas (Clements-
Decker et al., 2022)

3.3 CONDICOES DO PROCESSO FERMENTATIVO PARA A PRODUCAO DE LIPOPEPTIDEOS

A selecao adequada das fontes de carbono e nitrogénio € um fator critico para
a producao de lipopeptideos, uma vez que esses nutrientes sao indispensaveis para

0 crescimento microbiano e para a biossintese de metabdlitos secundarios. As fontes



25

de carbono, como glicose, sacarose, manitol e melago de cana-de-agucar, séo
essenciais para os processos celulares e influenciam o tipo e a quantidade de
metabdlitos produzidos. No entanto, ao mesmo tempo em que apoiam o crescimento,
certas fontes de carbono podem reprimir a atividade enzimatica, limitando a producéo
de metabdlitos secundarios. Paralelamente, as fontes de nitrogénio, como ureia,
triptona e caseina, fornecem os componentes necessarios para a sintese de proteinas
e enzimas. Uma propor¢ao equilibrada de nitrogénio e carbono ¢€ vital para otimizar a
fermentacgdo, pois o nitrogénio excessivo pode dificultar a produgdo de metabdlitos,
enquanto o nitrogénio inadequado pode limitar o crescimento. A selecédo e o
gerenciamento cuidadosos dessas fontes sao essenciais para maximizar a eficiéncia
da fermentacéo e o rendimento do metabdlito. (Tays et al., 2018; Tutik Murniasih et
al., 2023).

Um estudo usando uma cepa de Bacillus subtilis destacou a otimizacio de fontes de
carbono, nitrogénio e controle de aeragdo para maximizar a produgdo de
biossurfactantes. A glicose foi identificada como a fonte de carbono mais eficaz, com
uma concentragcdao de 40 g/L, resultando em 4,29 g/L de biossurfactantes. Foi
observado que, a glicose, quando usada concentragdes mais altas reduziram a
producédo da molécula analisada, apesar do aumento da biomassa. Sugerindo que o
excesso de glicose pode prejudicar a sintese de biossurfactantes. O controle da
aeracao também foi fundamental, com uma saturagao de oxigénio de 30% sendo a
mais benéfica para o crescimento e produgao, enquanto niveis mais altos diminuiram
os rendimentos (Ghribi; Ellouze-Chaabouni, 2011).

Outro estudo revelou que o uso de acido glutdmico como fonte de nitrogénio,
em combinagao com extrato de levedura, aumentou significativamente a produgao de
surfactina e fengicina por Bacillus mojavensis A21. A combinacgao ideal foi 1 g/L de
extrato de levedura e 5 g/L de acido glutamico, o que levou a maior produgao de
lipopeptideos (250 mg/L). Essas descobertas sugerem que o acido glutdmico e o
extrato de levedura impactam positivamente o metabolismo celular, aumentando o
rendimento de lipopeptideos. Isso ocorre porque o acido glutdmico € uma fonte
eficiente e acessivel de nitrogénio, que pode ser utilizada no metabolismo da bactéria
para a produgao de peptideos nao ribossomais, como os lipopeptideos (Hmidet et al.,
2017; Zhou et al., 2023).
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Diversos fatores fisico-quimicos influenciam diretamente a eficiéncia da
producao de biossurfactantes por Bacillus subtilis, especialmente no que se refere a
otimizacao da fermentagéo. De acordo com Abdel-Mawgoud, Aboulwafa e Hassouna
(2008), o controle rigoroso do pH, da temperatura e da concentragao de sais minerais
no meio de cultivo é determinante para o aumento da produtividade de surfactina. Os
autores observaram que a cepa Bacillus subtilis BS5 apresentou produgao otimizada
quando cultivada em meio de sais minerais (MSM), sob condi¢des iniciais de pH
levemente acido (6,5-6,8), seguido por um aumento gradual ao longo do processo
fermentativo, atingindo pH 8. Essa modulagéo do pH demonstrou-se crucial, uma vez
que a elevagao durante a fermentagao resultou em um incremento significativo na
producéao do biossurfactante, passando de 1,25 g/L para 1,9 g/L. Além disso, a adigéo
de tracos de ZnSO,, FeCl; e MnSO, ao meio promoveu um aumento expressivo na
produtividade, triplicando os niveis de surfactina e atingindo concentra¢des de até
1,12 g/L. Esses resultados evidenciam a importancia de um ambiente controlado e
enriquecido para a maximizagcao da biossintese de surfactina, apontando para a
relevancia do ajuste fino dos parametros operacionais no processo fermentativo.

Outro estudo mostrou a influéncia da temperatura para a produgdo na
biossintese de lipopeptideos, sendo o valor étimo de 37°C para a produgao de
surfactina por B.subtilis (Amani et al., 2013). Quanto ao tempo de fermentagdo, sua
otimizagdo pode impactar diretamente os resultados, com um tempo de 72 horas
demonstrando rendimentos de até 0,5 g/L, resultados maiores que todos os outros

tempos verificados (24 - 120 horas) (Vedaraman; Venkatesh, 2011).

3.4 ESTRESSE OXIDATIVO

O estresse oxidativo ocorre quando ha um desequilibrio entre a geragao de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e a capacidade do organismo de neutraliza-las
ou reparar os danos causados por elas. (Li et al., 2015; Pizzino et al., 2017). As
espécies reativas de oxigénio (ROS), como o radical superoxido (O2-), o perdxido de
hidrogénio (H20>), o radical hidroxila (-OH) e o oxigénio singlete (O2), sdo subprodutos
metabdlicos gerados por sistemas bioldgicos. No entanto, o aumento na produgao de
ROS pode causar danos as estruturas celulares resultando na progressao de

doencas, incluindo cancer, diabetes, disturbios metabdlicos, aterosclerose e
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enfermidades cardiovasculares (Li et al., 2015; Pizzino et al., 2017 (Pizzino et al.,
2017; Hoang et al., 2021; Stoia et al., 2022).

Quando a produgao de ROS excede as defesas antioxidantes do corpo, pode
levar a danos celulares, afetando lipidios, proteinas e DNA. Esse dano esta associado
a varias condigdes patoldgicas, incluindo doengas crénicas, disturbios degenerativos
e processos de envelhecimento. Por outro lado, o estresse oxidativo também pode
desempenhar um papel nas vias de sinalizagao e pode ter aplicacdes terapéuticas em
certas condi¢des clinicas, como cancer (Li et al., 2015; Pizzino et al., 2017). A
producdo de ROS depende de reacbdes enzimaticas e nao enzimaticas. Reacodes
enzimaticas que geram ROS incluem a cadeia respiratoria, sintese de
prostaglandinas, fagocitose e o sistema do citocromo P450. O radical superéxido (O2-)
& gerado por NADPH oxidase, xantina oxidase e peroxidases. O H2O- é produzido por
varias enzimas oxidases. O radical hidroxila (OH-), o mais reativo, € gerado pela
reagao do O2- com H202 e metais como Fez+ (reacdo de Fenton). O 6xido nitrico
(NO-), com funcgdes fisioldgicas importantes, € sintetizado pela oxidagéo da arginina
a citrulina pela NOS. Reacgdes nao enzimaticas também podem gerar radicais livres,
como a respiragao mitocondrial e a exposi¢ao a radiagdes ionizantes. A formagao de
radicais livres pode ser desencadeada por fontes enddégenas (como inflamacgao,
infecgbes, estresse mental) e exdgenas (poluentes, metais pesados, drogas e
radiagdes) (Scandalios, 2005; Neha et al., 2019; Irato; Santovito, 2021).

As mitocdndrias sdo as principais produtoras de ROS, tanto em condigbes
fisiologicas quanto patoldgicas. Por exemplo, o O>— pode ser formado durante a
respiragao celular, pelo metabolismo do acido araquiddnico atraves de lipoxigenases
(LOX) e ciclooxigenases (COX), em células endoteliais e inflamatérias. Embora as
mitocdndrias possuam mecanismos intrinsecos para eliminar ROS, isso nado é
suficiente para atender a necessidade de eliminagao total dessas moléculas. Para se
protegerem contra os danos causados por ROS, as células utilizam um sistema de
defesa antioxidante baseado principalmente em enzimas como superoéxido dismutase
(SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) (Dvorak et al., 2021; Zandi;
Schnug, 2022).
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3.4.1 Espécies Reativas De Oxigénio E Implicagdes A Satde

Entre as principais implicacbes para a saude, o estresse oxidativo esta
fortemente ligado as doengas cardiovasculares, especialmente pela oxidagdo do
colesterol LDL (low density lipoprotein), que contribui para a formagédo de placas
aterosclerdticas. Isso pode resultar em hipertensio, ataques cardiacos e derrames,
devido a reducgédo do fluxo sanguineo e ao aumento dos danos vasculares (Munzel et
al., 2010; Senoner; Dichtl, 2019).

No desenvolvimento do cancer, o estresse oxidativo prolongado pode causar
danos ao DNA, aumentando o risco de mutagdes. As espécies reativas de oxigénio
podem induzir alteragdes celulares que promovem a tumorgénese, tornando o
estresse oxidativo um fator relevante em diversos tipos de cancer (Kryston et al., 2011,
Sharma et al., 2019; Xu et al., 2021).

Além disso, doengas neurodegenerativas como Alzheimer, Parkinson e
esclerose lateral amiotréfica (ELA) tém sido associadas ao estresse oxidativo. O
acumulo de radicais livres pode causar danos aos neurdnios, agravando o declinio
cognitivo e os sintomas dessas condig¢des (Barnes, 2022).

O estresse oxidativo também desempenha um papel critico no
desenvolvimento e progressao do diabetes, contribuindo para a resisténcia a insulina
e complicagdes associadas, como nefropatia e neuropatia diabética. Ele também pode
desencadear respostas inflamatérias, levando a inflamagao crbnica, que esta
implicada em doencgas autoimunes e na sindrome de fadiga crbnica (Ayed et al., 2015;
Jemil et al., 2017; Hmidet et al., 2019; Yaribeygi et al., 2020).

Além disso, ha uma hipotese de que o estresse oxidativo contribui para o
processo de envelhecimento, causando danos celulares cumulativos ao longo do
tempo, afetando a funcao e a viabilidade celular, o que pode levar ao desenvolvimento
de doencgas relacionadas a idade. Fatores ambientais, como poluicdo e tabagismo,
também aumentam os niveis de estresse oxidativo, exacerbando condi¢des
respiratdrias como asma e doenga pulmonar obstrutiva crénica (DPOC), ao danificar

os tecidos pulmonares (Barnes, 2022; Liu; Hua; Song, 2022).
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3.4.2 Antioxidantes

Uma das fungdes principais dos antioxidantes € neutralizar os radicais livres,
eliminando-os antes que possam causar danos aos componentes celulares, como
DNA, proteinas e lipidios. Além disso, os antioxidantes sdo fundamentais para a
saude, estando associados a reducdo do risco de doengas crénicas, como doencas
cardiacas, diabetes e cancer. Eles também desempenham um papel importante na
preservagao de alimentos, ajudando a evitar a deterioragdo e rancidez, prolongando
assim a vida util dos produtos (Tan et al., 2018; Sharifi-Rad et al., 2020; Petcu et al.,
2023).

O método DPPH, introduzido por Blois (1958), € um ensaio amplamente
utilizado para medir a atividade antioxidante avaliando a capacidade de eliminagao de
radical livre estavel DPPH (a, a-difenil-B-picril-hidrazil). O método €& baseado na
capacidade dos antioxidantes de doar atomos de hidrogénio, reduzindo o radical
DPPH de cor violeta (Z+) em uma forma incolor ou amarelo-claro (ZH), que pode ser
quantitativamente medida pela absorbancia a 517 nm ap6s um tempo de reacao de
30 minutos. (Kedare; Singh, 2011). O ensaio DPPH ¢é simples, rapido e econémico,
tornando-o adequado para analisar a atividade antioxidante em amostras bioldgicas.
O ensaio funciona em metanol, etanol e acetona, e pode avaliar o potencial
antioxidante de moléculas hidrofilicas e lipofilicas. No entanto, 0 método DPPH tem
limitagdes. Ele € sensivel a luz, oxigénio e pH. Sua interagao com outros radicais pode
complicar a analise. O método também tem dificuldades com amostras de plasma e
sistemas de emulsao devido a interferéncia de proteinas e a particao de antioxidantes
(Kedare; Singh, 2011).

O ensaio Total Peroxyl Radical-Trapping Antioxidant Parameter (TRAP)
também é um ensaio amplamente utilizado desenvolvido por Wayner et al. (1985) para
avaliar a capacidade antioxidante, particularmente em amostras biologicas. Este
ensaio mede o quao bem os antioxidantes podem neutralizar os radicais peroxil, que
sdo gerados usando um iniciador radical como 2,2'-azobis(2-amidinopropano)
(ABAP). O processo envolve a geragao de radicais por meio da decomposigao de
ABAP e o monitoramento da atividade antioxidante medindo a redugdo na
quimioluminescéncia de um sistema baseado em luminol. O tempo de indugao, ou a

duracao durante a qual a emissao de luz é suprimida, esta diretamente relacionado a
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concentragéo e eficiéncia do antioxidante. Esses resultados sdo comparados a um
antioxidante padrao (Trolox), expressando os resultados em equivalentes de Trolox
(Sadowska-Bartosz; Bartosz, 2022).

O método TRAP tornou-se uma referéncia para a avaliacdo da capacidade
antioxidante e foi aprimorado ao longo do tempo para maior precisdo. Esse método é
amplamente utilizado para quantificar a eficacia antioxidante de diferentes amostras,
permitindo comparacdes detalhadas entre substancias. Seu foco na neutralizacédo de
radicais peroxil confere relevancia biolégica aos resultados, destacando sua
aplicabilidade em diversos contextos experimentais (Oliveira et al., 2014).

Estes dois ensaios sdo métodos comumente usados para avaliar a capacidade
antioxidante, mas diferem em mecanismo, aplicagao e relevancia bioldgica. O ensaio
TRAP mede como os antioxidantes neutralizam os radicais peroxil gerados pelo ABAP
e foca na capacidade geral de captura de radicais, frequentemente usada em sistemas
biolégicos mais complexos. Ele oferece uma perspectiva biologicamente relevante ao
imitar condigdes fisiolégicas. Por outro lado, o ensaio DPPH avalia a redugado de um
radical livre estavel, com mudangas na absorbancia indicando capacidade
antioxidante. Embora mais simples e rapido, o DPPH ndo tem a complexidade
biolégica do TRAP e € normalmente aplicado triagens iniciais de extratos naturais. No
geral, o TRAP fornece uma analise mais abrangente para o comportamento
antioxidante em contextos bioldgicos, enquanto o DPPH é adequado para ensaios

rapidos e preliminares (Lucas-Abellan et al., 2011; Sadowska-Bartosz; Bartosz, 2022).

3.4.2.1 Antioxidantes sintéticos

Antioxidantes sintéticos, amplamente utilizados na preservagao de alimentos e
em outras aplicagdes industriais, tém sido associados a varios efeitos colaterais e
riscos a saude. Altas doses de antioxidantes sintéticos, como BHA (butil-hidroxianisol)
e BHT (butil-hidroxitolueno), estdo ligadas a danos no DNA, o que pode causar
mutagcdes e aumentar o risco de cancer. Além disso, estudos em animais sugerem
que a exposicao prolongada a esses compostos pode promover a carcinogénese,
afetando principalmente o figado e outros 6rgaos.

Outro problema relacionado ao consumo de antioxidantes sintéticos sao os

efeitos gastrointestinais, que podem causar desconforto ou graves problemas
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digestivos. Além disso, ha relatos de reacdes alérgicas cutdneas, como erupgoes,
associadas ao contato ou consumo desses compostos. O BHT é um composto que
apresenta toxicidade hepatica afetando especialmente em individuos com condi¢des
pré-existentes nesse 6rgéo. Alguns antioxidantes sintéticos também podem interferir
nas fungcdes hormonais, levando a potenciais problemas de saude reprodutiva ou
outros disturbios hormonais (Bergfeld et al., 2023).

Além dos riscos a saude humana, os antioxidantes sintéticos também
representam uma ameacga ambiental. Eles tendem a persistir no meio ambiente,
apresentando riscos a vida selvagem, especialmente aos organismos aquaticos,
devido a sua baixa biodegradabilidade e potencial toxicidade em concentragdes
elevadas (RMOA, 2016; Pandey; Kumar, 2021).

3.4.2.2 Antioxidantes naturais

Os antioxidantes naturais, derivados principalmente de fontes vegetais e
microbianas, oferecem inumeros beneficios que promovem a saude e o bem-estar.
Suas vantagens incluem alta biodisponibilidade, baixa citotoxicidade, efeitos
sinérgicos e impacto ambiental minimo (Zehiroglu; Sarikaya, 2019). Além disso, séo
frequentemente mais biodisponiveis do que os sintéticos, sendo facilmente absorvidos
e utilizados pelo corpo. Por exemplo, as vitaminas C e E, antioxidantes classicos,
juntamente com carotenoides e polifendis encontrados em frutas e vegetais, séo
prontamente absorvidos durante a digestao, permitindo uma neutralizagao eficaz dos
radicais livres no organismo (Rahaman et al., 2023).

Os antioxidantes naturais também tém uma pegada ambiental menor em
comparagao com as alternativas sintéticas. Eles sdo frequentemente obtidos de
recursos renovaveis, como frutas, vegetais, ervas e especiarias, que podem ser
cultivados de forma sustentavel. Além disso, o0s processos de extracdo de
antioxidantes naturais podem utilizar subprodutos agricolas, reduzindo o desperdicio
e promovendo uma economia circular dentro dos sistemas alimentares (Pinilla-
Gonzalez et al., 2024). Metabdlitos microbianos, como os biossurfactantes, também
sdo excelentes fontes de antioxidantes naturais, sendo produzidos por
microrganismos a partir de processos biotecnoldgicos sustentaveis, com menor

impacto ambiental e alta eficiéncia antioxidante.
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3.5 ATIVIDADES BIOLOGICAS DOS LIPOPEPTIDEOS

Os lipopeptideos apresentam uma ampla gama de atividades biologicas que a
tornam um composto significativo em diversas areas, como medicina, agricultura e
biotecnologia (Zhen et al., 2023). Entre suas principais atividades biologicas, destaca-
se a atividade antibacteriana, sendo eficaz contra bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas (Bueno-Mancebo et al., 2024). O mecanismo de ag¢ao da surfactina inclui a
desestabilizacdo das membranas celulares bacterianas, aumentando sua
permeabilidade e levando a lise celular, além da inibicdo da sintese de proteinas nos
patégenos, dificultando sua reprodugédo (Tavares et al., 2020). A concentragao
inibitéria minima (CIM) da surfactina varia de 12 a 50 pg/ml, evidenciando sua poténcia
como antibiotico (Li et al., 2023).

Ademais, a surfactina demonstra atividade antiviral, especialmente contra virus
envelopados, como HIV e virus do herpes simplex (HSV), atuando na degradagao das
membranas lipidicas virais e na formacido de canais ibnicos nos capsideos virais, o
que inibe a replicacdo viral (Yuan et al., 2018). A surfactina também exibe
propriedades antifungicas, sendo eficaz contra varios patégenos fungicos, incluindo
fungos filamentosos e leveduras, o que a torna util no controle de patégenos de
plantas (Meena; Kanwar, 2015).

Os lipopeptideos também exibem atividade emulsificante com ampla aplicagao
na industria cosmética e alimentos, baseada na interagao entre lipopeptideos e os
componentes das formulagdes. Essa interagcdo se deve a estrutura anfifilica dos
lipopeptideos, que possuem uma parte hidrofdbica e outra hidrofilica. A parte
hidrofébica se liga a substancias hidrofébicas, enquanto a parte hidrofilica se liga a
substancias hidrofilicas, formando uma estrutura que garante a estabilidade da
emulsao (Perez-Moral et al., 2014). A concentragdo de micelas critica (CCM) da
surfactina, que mede a menor concentragao necessaria para a formagao de micelas,
€ a mais baixa entre os surfactantes, o que aprimora suas propriedades de
emulsificagao, formagdo de espuma, adsorcao e solubilizagdo (Gupta et al., 2019).
Além disso, o lipopeptideo MSA31, isolado da esponja marinha Fasciospongia
cavernosa demonstrou a capacidade de estabilizar emulsées em produtos cosméticos
(Kiran et al., 2017).
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Em aplicagdes biotecnoldgicas, a surfactina é empregada em biorremediagéo
devido a sua capacidade de aumentar a solubilidade de poluentes hidrofdbicos,
facilitando a limpeza de ambientes contaminados. Na industria de alimentos, suas
propriedades antimicrobianas s&o aproveitadas como conservante natural, ajudando
a prolongar a vida util dos produtos ao inibir o crescimento microbiano (Kiran et al.,
2017; Kumari et al., 2023; Phulpoto et al., 2023).

Além das suas conhecidas propriedades antimicrobianas, a surfactina também
exibe uma notavel atividade antioxidante. Estudos recentes indicam que lipopeptideos
como a surfactina sdo capazes de neutralizar radicais livres, protegendo as células
contra o estresse oxidativo. Esse efeito antioxidante pode ser atribuido a sua estrutura
quimica ciclica e a capacidade de interagir com espécies reativas de oxigénio (Zhao
et al., 2021).

3.5.1 Atividade Antioxidante

Essa atividade é essencial para neutralizar radicais livres e prevenir danos
celulares, o que amplia o potencial de aplicagao desses compostos em areas como
cosméticos, farmacologia e alimentos. O Quadro 1 mostra a atividade antioxidante de

lipopeptideos.



Quadro 1 - Atividade antioxidante de lipopeptideos
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Biossurfactante | Microrganismo Concentragdo | Método Capacidade | Autor
produtor de inibigao
Lipopeptideos 14 | Bacillus 1 mg/mL DPPH 69,25% Ghazala
mojavensis et al., 2022
Lipopeptideos 14 | Bacillus 10 mg/mL Atividade 76,21% Ghazala
mojavensis quelante de Fe? et al., 2022
Epiclicina Bacillus 4 mg/mL DPPH 94,99% Ren et al.,
amyloliquefaciens 2022
SJ100001
Epiclicina Bacillus 4 mg/mL Poder de 50% Ren et al.,
amyloliquefaciens redugéo total 2022
SJ100001 (TRP)
Lipopeptideo Acinetobacter junii | 10 mg/mL DPPH 100% Ohadi  ef
surfactante (LBS) B6 al., 2017
Lipopeptideos Bacillus 1 mg/mL DPPH 80,6% Jemil, et
DCS1 methylotrophicus al., 2017
DCS1
Lipopeptideos Bacillus 4 mg/mL Atividade 79,8% Jemil, et
DCSH1 methylotrophicus quelante de al., 2017
DCS1 Fe2+
Lipopeptideos Bacillus 10 mg/mL Ensaio de| 72% Jemil, et
DCS1 methylotrophicus branqueamento al., 2017
DCS1 de B-caroteno
Surfactina Bacillus subtilis 309 | 1 mg/mL DPPH 11.67 £ 0.8 | Ciurko et
uM/g al., 2022
Surfactina Bacillus subtilis 309 | 1 mg/mL ABTS 3.77 £ 0.22 | Ciurko et
uM/g al., 2022
Surfactina Bacillus subtilis 309 | 1 mg/mL FRAP 0.76 £ 0.096 | Ciurko et
puM/g al., 2022
BS-VS16 B. licheniformis| 5 mg/mL DPPH 73,5% Giri et al.,
VS16 2019
BS-VSG4 B. subtilis VSG4 5 mg/mL DPPH 69,1% Giri et al.,
2019
Surfactina Bacillus subtilis 2,5 mg/mL DPPH 75,51% Dai et al.,
SOPC5 2024
Surfactina Bacillus subtilis 2,5 mg/mL ABTS 85,50% Dai et al.,
SOPC5 2024

Fonte: Autor, 2024.
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A atividade antioxidante da surfactina, um dos lipopeptideos mais estudados,
ja foi descrita em alguns trabalhos. A surfactina de Bacillus amyloliquefaciens
apresentou atividade antioxidante e inibicdo da peroxidacao lipidica, demonstrando
eficacia semelhante a antioxidantes sintéticos, como o butil-hidroxi-anisol (Abdollahi
et al., 2020). Em um outro trabalho, a surfactina em uma concentragéo de 500 mg/L,
demonstrou uma inibicdo maxima de DPPH de 22,88%. Além disso, os efeitos de
eliminagao de anion superoxido (O2-), peroxido de hidrogénio (H202) e radical hidroxila
(OH.), foram de 6%, 21% e 3%, respectivamente com a dose de surfactina em uma
concentragado de 250 mg/L (Dussert et al., 2022).

A surfactina também aumentou a sobrevivéncia celular de fibroblastos
embrionarios apds a exposig¢ao ao peréxido de hidrogénio (Lu et al., 2016), intensificou
a inibicdo da deterioracdo oxidativa dos lipidios da membrana (Zouari et al., 2016) e
aumentou o poder redutor do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) conforme
sua concentragdo aumentava (Yalgin et al., 2010). O efeito inibitério da surfactina
sobre a peroxidagao lipidica pode ser explicado pela presenga de aminoacidos
hidrofébicos no anel peptidico e na cadeia acil, que melhoram sua solubilidade em
meios hidrofébicos (Wang et al., 2020).

A atividade antioxidante dos lipopeptideos de Bacillus mojavensis 14 foi
avaliada utilizando diversos métodos. No ensaio DPPH, a eliminacao de radicais livres
de apresentou 69,25% a uma concentragéo de 1 mg/mL, com um IC50 de 0,36 mg/mL,
indicando que possuem residuos capazes de doar elétrons e neutralizar radicais
livres. Em relagéo a atividade quelante de ferro (Fe?+), os lipopeptideos 14 atingiram
76,21% a 10 mg/mL. O IC50 para esse ensaio foi de 0,4 mg/mL, sugerindo que as
diferencgas estruturais entre os lipopeptideos de Bacillus influenciam na atividade
quelante. (Ghazala et al., 2022).

A epiclicina, isolada de Bacillus amyloliquefaciens SJ100001, demonstrou uma
atividade antioxidante significativa. No ensaio de DPPH, a epiclicina apresentou uma
atividade dependente da dose, aumentando de 26,67% para 94,99% conforme a
concentragao variou de 0,125 mg/ml a 4,0 mg/ml, resultados comparaveis ao controle
positivo (vitamina C, 1 mg/ml). Além disso, a epiclicina também demonstrou um poder
redutor de ferro significativo, que aumentou com a concentragao, alcangando metade
da capacidade redutora do controle positivo a 4,0 mg/ml, indicando que a epiclicina

possui um bom potencial antioxidante (Ren et al.,2022).
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O biossurfactante LBS apresentou uma atividade de eliminagcdo de radicais
livres DPPH dependente da dose, com a porcentagem de eliminagdo aumentando de
52% para 100% conforme a concentragao variou de 0,05 a 10 mg/ml. Seu IC50 foi de
0,7 mg/ml, eficiente quando comparado ao controle positivo BHA, que apresentou
IC50 de 1 mg/ml. Além disso, o LBS também exibiu um poder antioxidante redutor de
ferro, atingindo uma capacidade redutora de 0,4 (OD700) a 10 mg/ml. (Ohadi et
al.,2017).

O ensaio de DPPH demonstrou que os lipopeptideos DCS1 possuem atividade
antioxidante eficaz e dependente da dose, com eliminagéo de 80,6% a 1 mg/mL e um
IC50 de 357 ug/mL, sendo menos ativos que o BHA. O poder antioxidante redutor de
ferro aumentou com a concentragao, atingindo 3.0 (OD700) a 2 mg/mL. A atividade
quelante de ions ferrosos alcangou 79,8% a 4 mg/mL. Além disso, o DCS1 inibiu a
descoloragao do 3-caroteno, com um IC50 de 42 pg/mL, mostrando maior eficacia que
outros lipopeptideos (Jemil et al., 2017).

A surfactina, produzida por B. amyloliquefaciens NS6, demonstrou poder
antioxidante notavel, apresentando capacidade de reducédo férrica (FRAP) e
eliminacgao de radicais DPPH, comparavel ao antioxidante BHA. Apesar de ser inferior
ao acido ascorbico, a surfactina foi duas vezes mais eficiente que os ramnolipideos
testados. No entanto, resultados divergentes foram observados em outros estudos,
como o B. subtilis #309, que apresentou atividade antioxidante minima nos ensaios
FRAP, DPPH e ABTS. Essas diferengas sao atribuidas a estrutura molecular da
surfactina, com variagdes em aminoacidos como glutamato, aspartato, valina e leucina
influenciando sua atividade antioxidante (Ciurko et al., 2022).

Biossurfactantes derivados de Bacillus foram testados para atividade
antioxidante, especificamente na eliminacdo de radicais DPPH e hidroxila, em
concentragbes de 0,5 a 5,0 mg/mL. A atividade mostrou-se dependente da
concentragao. O biossurfactante BS-VSG4, a 5,0 mg/mL, exibiu 69,1% de eliminagao
de radicais DPPH e 62,3% de eliminagao de radicais hidroxila. Ja o biossurfactante
BS-VS16, na mesma concentragao, apresentou uma maior capacidade antioxidante,
com 73,5% e 68,9% de eliminagéo de radicais DPPH e hidroxila, respectivamente (Giri
et al., 2019).

A surfactina exibiu atividade antioxidante significativa, com eliminacdo de
radicais DPPH variando de 15,66% a 75,51% e IC50 de 0,957 mg/mL, sendo menos
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eficaz que a glutationa, seu controle positivo. No ensaio de ABTS-+, a surfactina
eliminou até 85,50% dos radicais, com IC50 de 0,559 mg/mL. A fermentagéo de soja
por B.subtilis também aumentou a capacidade antioxidante, possivelmente devido a
producédo de surfactina (Dai et al., 2024).

Em conclusao, os estudos sobre a atividade antioxidante dos lipopeptideos
produzidos pelo género Bacillus, incluindo a surfactina, epiclicina e lipopeptideos
como 14 e DCS1, destacam o potencial promissor desses compostos como agentes
antioxidantes eficazes. A surfactina, em particular, demonstrou uma capacidade
significativa de eliminar radicais livres e inibir a peroxidagao lipidica, apresentando
resultados comparaveis a antioxidantes sintéticos. Os lipopeptideos 14 e DCS1
também mostraram propriedades antioxidantes notaveis, com eficacia dependente da
concentracao, indicando que sua estrutura molecular pode influenciar diretamente a
atividade antioxidante. Além disso, a fermentagcdo de substratos como soja por B.
subtilis nao apenas aumenta a produgao de surfactina, mas também potencializa as
propriedades antioxidantes do extrato fermentado. Esses achados sublinham a
importancia dos lipopeptideos derivados de Bacillus na busca por alternativas naturais
e eficazes para combater o estresse oxidativo, com aplicagdes potenciais em diversas

areas, incluindo a industria de alimentos e farmacéutica.

3.5.2 Filmes

A utilizacao de filmes biodegradaveis a base de biopolimeros como amido e
gelatina tem ganhado destaque na area biomédica, especialmente para aplicagao
tdpica, gracas a sua capacidade de atuar como barreiras protetoras com propriedades
bioativas. Dentre essas propriedades, a atividade antioxidante dos filmes tem se
mostrado particularmente relevante para o tratamento de lesdes cutaneas, onde o
estresse oxidativo contribui para processos inflamatérios crénicos e retardo na
cicatrizacdo. A oxidacao de lipidios celulares, causada pela produgao excessiva de
espécies reativas de oxigénio (ROS), pode ser mitigada por sistemas poliméricos que
liberam compostos antioxidantes, favorecendo a regeneracdo tecidual e a
homeostase redox local (Ghani et al., 2024; Yang et al., 2024).

Tanto o amido quanto a gelatina oferecem uma matriz natural ideal para a

incorporagdo de antioxidantes, dada sua biocompatibilidade e facil modificagédo
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quimica. No entanto, suas limitacdes em propriedades de barreira e estabilidade
podem ser superadas pela adicao de biossurfactantes com acédo antioxidante, como
os lipopeptideos produzidos por cepas de Bacillus (ex.: surfactina, fengicina) e os
soforolipideos produzidos por Starmerella bombicola. Estudos demonstraram que
esses compostos, além da ja conhecida atividade antimicrobiana, apresentam
capacidade de inibir a peroxidagao lipidica, capturar radicais livres e proteger
biomoléculas contra danos oxidativos (Cho et al., 2022; Filipe et al., 2022). A
surfactina, por exemplo, demonstrou agédo protetora significativa em modelos de
membranas lipidicas oxidativas, enquanto soforolipideos exibiram elevada
capacidade antioxidante em ensaios com DPPH e ABTS (Colodro et al.,2023; Ghani
et al., 2024).

Além disso, a associagdo desses biossurfactantes com biopolimeros gera
filmes mais homogéneos e estaveis, favorecendo a liberacdo sustentada de
compostos antioxidantes. Estudos como o de Hipdlito et al. (2021) demonstraram que
flmes de amido com soforolipideos apresentaram ndo apenas propriedades
mecanicas adequadas, mas também significativa atividade antioxidante, com reducgao
de até 50% na oxidagdo de lipidios em ensaios acelerados. Similarmente,
lipopeptideos de Bacillus subtilis incorporados em filmes de gelatina aumentaram a
capacidade antioxidante total (TAC) dos filmes em até 40%, conforme determinado
por ensaios FRAP e ORAC (Colodro et al., 2023).

Portanto, a incorporagao de lipopeptideos e soforolipideos em filmes de amido
e gelatina constitui uma estratégia promissora para o desenvolvimento de sistemas
antioxidantes topicos, com potencial de aplicagao em curativos bioativos, sistemas de
liberacao controlada e recobrimentos dermatolégicos sustentaveis. O avango na
caracterizagao desses sistemas aponta para uma nova geragao de biomateriais com

dupla funcionalidade: barreira fisica e atividade antioxidante.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MICRORGANISMOS

Bacillus sp. UELAsF1.483 (Cadastro Sisgen n° A5D7C66) foi previamente
isolado a partir de estudo da microbiota de bulbos de alhos pds-colheita fresco,
coletados na regido metropolitana de Londrina-PR (Batistela, 2022). A linhagem foi
cedida pela Prof?. Dr?. Daniele Sartori do Departamento de Bioquimica e

Biotecnologia, UEL. A cepa foi criopreservada a -80 °C em glicerol.

4.2 PRODUCAO DE LIPOPEPTIDEOS POR Bacillus sp. UELASF1.483

4.2.1 Preparo Do Pré-Inéculo

Para preparar o cultivo do pré-inéculo, 50 pyL de estoque da cepa
criopreservada a -20 °C foi transferida para 5 mL de meio DYG'S contendo (g/L):
glicose 2; peptona 1,5; extrato de levedura 2; KH2PO4 0,5; MgSO4 0,5; e incubadas
em shaker orbital a 150 rpm, 18 h a 37 °C (Morales-Borrell et al., 2020).

4.2.2 Preparo Do Inéculo

Para preparo do inéculo, 750 pL do cultivo do pré-inéculo foram transferidos
para frascos Erlenmeyers de 125 mL com 25 mL de meio composto por (g/L): glicose
100; extrato de levedura 2; KH 2PO4 2; MgSO4 (7H20) 0,5. Os frascos foram incubados
em shaker orbital a 150 rpm, 24 h, a 37 °C. A concentragao de células foi determinada
por turbidimetria a A= 600 nm, devendo atingir uma absorbancia entre 0,600-0,800
(valor correspondente a fase logaritmica da curva de crescimento celular) (Morales-
Borrell et al., 2020).
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4.2.3 Processo Fermentativo

O inéculo foi padronizado em 2% , a fermentacéo foi realizada em frascos de
Erlenmeyers (125 mL) contendo 25 mL de meio de fermentacdo composto de (g/L):
glicose 20; acido glutédmico 5; KH2PO4 1; MgSO4 (7H20) 1; KCI 0,5; e solugdo mineral
1 mL (MnSO4 (7H20) 0,5 g/L; CuSO4 (5H20) 0,16 g/L; FeSO4 (7H20) 0,015 g/L),
incubados a 37°C em agitador rotativo (150 rpm) em diferentes tempos (24, 48, 72 e
96 horas). O cultivo foi interrompido através da centrifugagdo em 9.000rpm, 4°C e
15min, e o produto foi dividido em extrato bruto (sobrenadante livre de células do
produto de fermentagao) e o pellet (células bacterianas que passaram pelo processo
de fermentagdo), o extrato bruto e o pellet foram utilizados para as analises

subsequentes (Morales-Borrell et al., 2020).

4.3 CoNsuMO DE SUBSTRATO E DETERMINACAO DO CRESCIMENTO CELULAR

A quantificagdo do consumo de substrato foi realizada por meio do método de
Somogyi-Nelson (Somogyi, 1937; Nelson, 1944), utilizando aliquotas de 5 mL do meio
fermentado, previamente retiradas de frascos Erlenmeyer contendo meio fermentado
apos 24, 48, 72 e 96 horas, daqueles destinados a avaliagdo da biomassa, a fim de
evitar interferéncias nos dados experimentais. Para a analise, as amostras foram
submetidas a diluicdes de 10x, 20x e 40x, garantindo que os valores obtidos no
espectrofotdmetro permanecessem dentro da faixa de leitura ideal, a qual variou entre
0,3 e 0,8 de absorbancia. O calculo do consumo de glicose foi expresso em termos
percentuais, considerando como 100% a concentragéo de glicose inicial no meio de
cultivo. A partir dessa referéncia, foram determinadas as porcentagens
remanescentes e, por subtragado, a fracdo consumida em cada ponto de coleta, os
valores foram expressos em porcentagem de consumo de glicose. Para a avaliagcéao
do crescimento celular, as amostras também foram coletadas de Erlenmeyers
especificos, centrifugadas para obtencao do pellet celular, o qual foi ressuspenso em
volume equivalente a do meio de fermentacéo inserido previamente em solucao salina
isotonica a 0,9% e posteriormente analisado em espectrofotémetro a 600 nm, as
amostras também foram submetidas a dilui¢des de 10x, garantindo que os valores

obtidos no espectrofotdmetro permanecessem dentro da faixa de leitura ideal, a qual
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variou entre 0,3 e 0,8 de absorbancia. Todas as analises foram conduzidas em

triplicata, assegurando a reprodutibilidade dos resultados

4.4 AVALIACAO DAS PROPRIEDADES BIOSSURFACTANTES DO EXTRATO BRUTO
4.4.1 indice De Emulsificagdo

A analise de indice de emulsificagcao do extrato bruto foi realizada conforme
descrito por Cooper e Goldenberg (1987). Cerca de 2 mL do extrato bruto foram
adicionados em 2 mL de querosene seguido de agitagdo em voértex por 5 min. Em
seguida, os tubos de ensaio foram deixados em repouso por 24 h e a altura da camada
de emulsao foi medida. Todas as analises foram realizadas em triplicata. O indice de
emulsificagao foi calculado como altura da emulsao dividida pela altura total do liquido

multiplicado por 100 (Equacgao 1).

[ altura da camada emulsionada (cm)]

E (%) = x100 (Eq. 1)

altura total do liquido (cm)

4.4.2 Ensaio De Espalhamento De Oleo

O extrato bruto livre de células foi submetido ao ensaio de espalhamento de
6leo acordo com o método de Morikawa; Hirata; Imanaka, (2000), para deteccao de
atividade biossurfactante. Para isso, 200 yL de amostra de éleo lubrificante de éleo
de motor usado foram adicionados em 20 mL de agua destilada em uma placa de
Petri. Em seguida, 100 puL do extrato bruto livre de células foram adicionados
diretamente ao centro da placa (sobre o 06leo) para determinar o efeito de
espalhamento do 6leo. As zonas de deslocamento de 6leo foram observadas apos 30

segundos e os diametros foram medidos usando um paquimetro.
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4.5 EXTRACAO E QUANTIFICACAO DOS LIPOPEPTIDEOS

O extrato bruto foi acidificado com HCI (6 M) até o pH 2, e incubado a 4°C, por
120 horas. O precipitado formado foi coletado por centrifugagéo (10.000 rpm, por 20
min, a 4°C). A extracao lipopeptidica foi realizada duas vezes usando a mistura de
acetato de cloroférmio e metanol (3:1, v/v). A fase organica foi coletada e o solvente
evaporado em evaporador rotativo. A quantificacado foi realizada por gravimetria. A
amostra foi liofilizada e entdo armazenada a - 20°C (Paiva et al., 2024). O lipopeptideo
obtido foi denominado LP.F1483 e foi usado para analises de caracterizagao quimica,

avaliacao de tensao superficial, ensaios de citotoxicidade e atividade antioxidante.

4.6 CARACTERIZACAO QUIMICA DO LIPOPEPTIDEO

4.6.1 Identificacdo Do Lipopeptideo Espectroscopia No Infravermelho Com
Transformada De Fourier (FT-IR) e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE)

O lipopeptideo LP.F1483 liofilizado foi analisado por Espectroscopia No
Infravermelho Com Transformada De Fourier (FT-IR) em aparelho Shimadzu FT-IR
8300, na faixa de espectro de 4000 a 400 cm™ e com resolugéo de 4 cm', utilizado o
método de leitura da amostra em pastilha de brometo de potassio KBr) (Akpa et al.,
2001). Os resultados foram integrados pelo programa Shimadzu Hyper IR e as
analises foram realizadas no Laboratério de Espectroscopia (ESPEC) da
Universidade Estadual de Londrina. Os resultados foram comparados com um padrao
de surfactina de Bacillus subtilis com 98% de pureza foi usado (Sigma-Aldrich).

O lipopeptideo LP.F1483 foi também avaliado por Cromatografia Liquida De
Alta Eficiéncia CLAE (Shimadzu), a amostra foi solubilizada em metanol 100%, e
filtrada com Millex® 0,22 ym (MERCK Millipore). usando uma coluna C18 (Hiber,
250%4.6 mm, 5 ym) a 214 nm com monitor UV. A temperatura da coluna foi mantida
em 25°C, com fase mdvel composta por acetonitrila/agua/TFA (80:20:0.01 [v/v/v]), em
grau CLAE (Barale et al., 2022). A taxa de fluxo utilizada foi 1mL/min e o volume de

injecdo de 50 pl. Os valores obtidos foram comparados com os dados da literatura.
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4.7 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE EM CULTURA CELULAR

A citotoxicidade do LP.F1483 foi avaliada em células VERO (rim de macaco-
verde africano (Chlorocebus sabaeus)) pelo método de brometo de 3-4,5-dimetil-
tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazolio (MTT). As células foram cultivadas em microplacas de
96 pocos, a 37 °C, 5% CO., por 24h, até a formagcdo da monocamada celular
(correspondendo aproximadamente a 5 x 10* células/pogo inicialmente). As
concentracdes de lipopeptideos foram utilizadas com base nos valores encontrados
na literatura de valores de atividade antioxidante e concentragdo micelar critica (31 a
500 pug/mL) foram adicionadas e incubadas a 37 °C, 5% CO2por 72h. Foi adicionando
10 pl do MTT, incubado por 2h a 37 °C, 5% CO2, e adi¢ao do diluente do MTT (90 pl),
agitacado por 15 minutos. O controle consistiu em células incubadas apenas com o
meio DMEM. As analises foram realizadas em ftriplicata e as leituras foram realizadas
em espectrofotdmetro em A= 570 nm. A porcentagem de Viabilidade Celular (% VC)

foi calculada segundo a equacéo 2:

_ (Média ABS Teste 570 nm)
)= (Média ABS Controle 570 nm)

Ve (% x 100

(Eq.2)

A citotoxicidade de 50% (CCso), concentragao do LP.F1483 que diminuiu a
viabilidade de 50% das células, e analisada por regressao linear (Hochheim et al.,
2019).

4.8 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

4.8.1 Determinacdo Da Atividade Doadora De Atomos De Hidrogénio Ao Radical
2,2Difenil-1-Picril-Hidrazil (DPPH)

A atividade antioxidante foi determinada pelo método do DPPH (2,2-difenil-
1picril-hidrazil) descrito por Srikanth e colaboradores (2015). A atividade antioxidante
foi testada com o extrato bruto obtido nos tempos de fermentagdo em 24, 48, 72 e 96
horas, e o extrato obtido da amostra controle (sem microrganismo) foi usada como

controle. Além disso, a atividade antioxidante do LP.F1483 (diluido em agua) foi
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avaliada em diferentes concentragdes (4 - 0,0625 mg/mL). O DPPH foi solubilizado
em etanol a uma concentragdo de 0,004 g/L. A mistura reacional foi composta de 1
mL da solucdo de amostra e 0,3 mL da solugdo de DPPH. O controle consistiu em 1
mL da amostra + 0,3 mL de etanol. As amostras foram incubadas por 30 minutos,
protegidas da luz. Apds, foram realizadas leituras em espectrofotdbmetro a 517 nm. A

taxa de inibicdo (%) do radical livre foi calculada conforme a equacao 3:

(ABS do controle — ABS da amostra)
% inibicao = x 100 (Eq.3)

ABS do controle

4.8.2 Avaliagdo Da Capacidade Antioxidante Total (TRAP)

A medida do TRAP (Total Radical-trapping Antioxidant Parameter) foi
determinada pela medida da intensidade de quimioluminescéncia do luminol induzida
na presenga de radicais peroxila formados pela decomposi¢ao térmica de 2,2°-
azobis(2-amidinopropano) (ABAP). A mistura de reacédo (1 mL) foi constituida por
ABAP (200 mM), luminol (215 pM) e Trolox (0,025 mM), com a adigdo da amostra
contendo lipopeptideo em diferentes concentragbes (8 mg/mL- 0,5 mg/mL). Trolox
(acido 6hidroxi-2,5,8-tetrametilcroman-2-carboxilico), um analogo hidrossoluvel de
atocoferol, foi utilizado como substancia antioxidante de referéncia na concentracao
de 0,025 mM. Os tempos de incubagdo foram 15 minutos para ABAP (tempo
necessario para a formacao dos radiais livres), e 40 minutos para Trolox e o
lipopeptideo, até o decaimento da curva para as amostras. O Tempo de Inducgédo (Tind)
foi calculado alinhando os valores da amostra nos eixos x e y no zero, tracando uma
linha paralela no grafico e anotando o valor de x correspondente. O TRAP foi calculado
conforme a equacéao 4 (Repetto et al., 1996). O teste foi realizado no Laboratério de

Fisiologia dos Radicais Livres, do Departamento de Patologia, CCB- UEL.

Tind da amostra

Atividade Antioxidante (UM de Trolox ) = (Eq.4)
Tind de 1 uM de Trolox
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4.9 PRODUCAO DE FILMES

Para a producao dos filmes foram utilizados dois tipos de polimeros distintos, o
amido e a gelatina. Os filmes foram produzidos pela técnica de casting, que envolve
a preparacao de uma solugéo filmogénica, que cuidadosamente € aplicada sobre um
suporte para desidratacao, e quando o solvente é evaporado leva a formacado de um
filme fino e uniforme sobre a superficie do suporte (Wilking, 2011).

Neste trabalho, solu¢des filmogénicas (5% m/m) foram preparadas pela mistura
de amido e gelatina, na proporgéo 1:1 (g/g), diferentes concentragdes de LP.F1483
(2,5 mg %100 g polimero, 5 mg % 100 g polimero e 25 mg% 100 g polimero (Tabela
1), empregando-se um plastificante, o glicerol, na concentragao de 1 g/100 g polimero.
Cerca de 30 g de solugao filmogénica foram adicionadas a placas de acrilico com 60
mm de didametro, que foram submetidas a secagem em estufa a 25 °C por 24 h. Apds
a secagem, os filmes foram retirados das placas e condicionados sob umidade relativa

de 58% em estufa incubadora.

Tabela 1 — Formulagdes empregadas para o preparo de 100 g de solugao filmogénica.

Formulagao Zea Mays Gelatin (g) Glycerin(g) LP.F1483 (mg) Aqua (g)
(Corn) Starch

(9

FC 2,5 2,5 1 - 94

F1 2,5 2,5 1 2,5 93,99
F2 2,5 2,5 1 5 93,99
F3 2,5 2,5 1 25 93,97

410 CARACTERIZACAO DOS FILMES

4.10.1 Espessura dos Filmes Formados

A espessura dos filmes de biopolimeros a base de amido e gelatina foi
determinada utilizando um paquimetro digital com precisdo de 0,01 mm. As amostras,
previamente condicionadas em dessecador por 48 horas, foram medidas em cinco

pontos distintos (centro e extremidades). A espessura final foi calculada como a média
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aritmética dessas medi¢cbes, acompanhada do desvio padrdao para avaliar a

uniformidade da espessura dos filmes.

4.10.2 Solubilidade

Para o teste de solubilidade, as amostras (2 x 2 cm) foram secas em estufa
com circulacdo e renovacgao de ar a 60 °C por 24 h e foram pesadas o seu peso inicial
em base seca. Em seguida, foram submersas em erlenmeyers de 250 mL contendo
80 mL de agua destilada, fechados com folha de aluminio e agitados lentamente por
24 h a 25 °C em incubadora orbital. Apés o periodo de imersdo, as amostras foram
retiradas dos erlenmeyers e secas novamente em estufa com circulagao e renovagéao
de ar a 60 °C por mais 24 h para a determinacao do peso final do material que nao foi
solubilizado (Gontard, Guilbert, 1992).

4.10.3 Espectroscopia No Infravermelho Com Transformada De Fourier (FT-IR)
Primeiramente, as amostras foram secas em estufa a 40 °C por 12 h, e em
seguida, foram pulverizadas e mantidas em dessecador contendo CaCl2 por 7 dias.
Apds o periodo de 7 dias, foi adicionado brometo de potassio (KBr) e foram
submetidas a alta pressdao para a formacdo de pastilhas. Foi utilizado o
espectrofotometro de infravermelho com transformada de Fourier Shimadzu IR
Prestige — 21 (Japao) do Laboratério de Espectroscopia (ESPEC) da Central

Multiusuaria de Laboratérios de Pesquisa da UEL.

4.10.4 Avaliagao Da Atividade Antioxidante Por DPPH

A avaliagdo da atividade antioxidante dos filmes foi utilizada a mesma
metodologia descrita por Srikanth e colaboradores (2015). A atividade antioxidante foi
avaliada com os filmes nas concentragdes de 2,5%, 5% e 25% de LP.F1483. Os filmes
inteiros foram previamente diluidos em 5 mL de agua destilada a 60°C, e novamente
diluidos a uma proporcéao de 1 filme solubilizado para 4 de agua destilada a 60°C. As
condi¢des do preparo do DPPH e das analises foram mantidas as mesmas que na

analise do extrato bruto e do lipopeptideo liofilizado.
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4.11  ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados foram apresentados como média + desvio padrdo e foram
analisados utilizando analise de variancia de um fator (ANOVA). O teste post hoc de
Tukey foi utilizado para determinar as diferencas entre os valores médios dos
diferentes tratamentos (p < 0,05). Todas as analises foram realizadas utilizando o
software R Studio (R Core Team, 2021).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 PRODUCAO DE LIPOPEPTIDEOS POR FERMENTACAO SUBMERSA

A primeira etapa deste trabalho consistiu em avaliar a producdo de
lipopeptideos por fermentagdo submersa, utilizando a linhagem Bacillus sp.
UELAsF1.483, em diferentes tempos de fermentagédo. A Figura 2 mostra o resultado
do crescimento celular, o consumo de substrato (glicose) e o pH final do meio de

cultivo de Bacillus sp. UELAsF1.483, ao longo de um periodo de 96 horas.

Figura 2- Dinamica de Crescimento Celular do cultivo de Bacillus sp. UELAsF1.483
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O crescimento celular foi monitorado em absorbancia de 600 nm, as amostras
foram centrifugadas, o sobrenadante separado e os pellets foram diluidos em agua
destilada em uma proporgao de 1:10. Aleitura em espectrofotdmetro foi mantida entre
0,3-0,8 para conservar a integridade do resultado e técnica. Entre o tempo 0 e 24
horas, observou-se um aumento acentuado no crescimento celular, atingindo um pico
em torno de 24 horas (valor estatistico (“a”), com valores de absorbancia préximo de

3,0. Apds esse ponto, a densidade celular decaiu, sem alteragdes significativas até
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as 96 horas (valor estatistico “b”), o que sugere que a fase de crescimento exponencial
foi seguida por uma fase estacionaria, que € a fase em que ha a produgédo do
lipopeptideo estudado neste trabalho. Os resultados obtidos sao condizentes com os
dados obtidos em literatura, que discutem que a fase estacionaria pode variar
dependendo da cepa de Bacillus. Sarwar et al., (2018) relataram que diferentes cepas
de Bacillus apresentavam curvas de crescimento quase idénticas, atingindo a fase
estacionaria em aproximadamente 24 horas. Suas densidades oOpticas finais também
foram semelhantes, com valores de densidade ética de 0,7 (620nm) em ambos os

meios LB (Luria Bertani) e Landy.

Figura 3- Consumo de Substrato do cultivo de Bacillus sp. UELAsF1.483
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Neste presente estudo, a concentragao de substrato residual foi quantificada
utilizando o método de Somogyi-Nelson, que mede agucares redutores, como a
glicose, no caso. O teste foi realizado usando o sobrenadante citado no experimento
anterior. Nas primeiras 24 horas de cultivo, observou-se um aumento no consumo de
glicose, sugerindo que a linhagem utilizou rapidamente o substrato disponivel durante
a fase de crescimento exponencial. A partir de 24 horas, o consumo de glicose

estacionou em suas analises estaticas (“‘c’) , coincidindo com os resultados
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observados no experimento de dindmica do crescimento celular, onde a fase
estacionaria iniciou apos as 24 horas.

Dos Santos et al. (2019), mostraram que cepas de Bacillus sp. foram capazes
de consumir glicose ao longo do tempo das 48 horas analisadas, indicando seu uso
como fonte de carbono para o crescimento celular e a producdo de enzimas
extracelulares. Em um outro trabalho, observou-se que apoés 40 horas de cultivo, a
glicose foi totalmente consumida, coincidindo com a produgdo maxima de

biossurfactante (Fernandes et al., 2007).

Figura 4- Variagao de pH do cultivo de Bacillus sp. UELAsF1.483
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Em nossos experimentos, o pH inicial e final do meio de cultura foi avaliado. O
pH inicial do meio de cultivo foi corrigido em 7.0 com o auxilio de um pHmetro,
apresentando valor estatistico de “d”. Durante a fermentag¢ao, observou-se que o pH
teve um leve aumento durante as primeiras 24 e 48 horas, porém sem grandes
alteracdes estatisticas significativas. Apos esse periodo, houve uma leve tendéncia
de aumento do pH ao longo do tempo, estabilizando em torno de 8,6 nas ultimas
medi¢des (72 a 96 horas).

Esse aumento no pH pode estar relacionado a produg¢ao de metabdlitos basicos
ou a diminuicdo do substrato disponivel, alterando o balango acido-basico do meio.

Estudos analisaram o impacto do pH na produgao de surfactina por Bacillus subtilis,
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em diferentes meios. Nos experimentos realizados com Bacillus subtilis DSM10, a
producao de surfactina foi maior quando nao havia controle de pH, deixando o valor
de pH alterar durante o processo fermentativo, alcangando 5 g/L, superando a
producédo com o pH mantido em 7 (Czinkoczky; Németh, 2020). Em culturas de
Bacillus subtilis MZ-7, o pH se manteve estavel em 7 até as primeiras 24 horas, e
subiu até 8 apds as 48 horas (Al-Ajlani et al., 2007).

Desta forma, os resultados obtidos neste trabalho indicam um padrao tipico de
crescimento bacteriano em um meio com quantidades limitadas de substrato, onde o
crescimento inicial e a rapida diminuicdo do substrato sugerem uma fase de
metabolismo ativo entre as primeiras 24 a 48 horas. A transicido para uma fase
estacionaria parece serimpulsionada pelo esgotamento de nutrientes. O leve aumento
do pH ao longo do tempo pode sugerir mudangas no metabolismo celular, como a
producédo de compostos alcalinos a medida que os recursos energéticos diminuem.
Essas andlises podem ser utilizadas como preliminares para uma otimizagado das

condigdes de cultivo visando melhorar parametros do processo fermentativo.

5.2 AVALIACAO DAS PROPRIEDADES EMULSIFICANTES E TENSOATIVAS DO EXTRATO BRUTO

5.2.1 Determinagdo Do indice De Emulsificagdo

Afigura 5A mostra o indice de emulsificagéo (%) do sobrenadante em diferentes
tempos de fermentacéo. Os resultados mostram um aumento rapido nas primeiras 24
horas, alcangando aproximadamente 60% de emulsificagédo. Apos esse periodo, o
indice continuou crescendo de maneira mais lenta, mantendo-se em torno de 75 %
até o final do experimento. A analise estatistica mostrou que todos os valores de
indices de emulsificacdo sao estatisticamente diferentes entre si, reforcando o
aumento da atividade emulsificante do biossurfactante em relacdo ao tempo. A
emulsao formada no tempo de 72 horas, esta mostrada na Figura 5B. De acordo com
a literatura, um bom agente emulsificante é capaz de manter uma emulséo estavel
com valores de indice de emulsificagédo acima de 50%, apos 24 horas (Felix et al.,
2019).
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Figura 5 - indice de emulsificagdo de biossurfactantes de Bacillus sp. UELAsF1.483

produzidos em diferentes tempos de fermentagéo (A). Emulsdo formada no tempo

de 72 horas de fermentacao (B).
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No estudo de Akintayo et al. (2022), foram avaliadas 29 cepas produtoras de
biossurfactante, sendo elas pertencentes aos géneros Bacillus e Lysinibacillus
isolados de alimentos. Os pesquisadores fizeram analises dos indices de
emulsificagdo usando a mesma metodologia do nosso trabalho, sendo os resultados
obtidos os seguintes, os valores de emulsificagdo (E24%) variando de 9% a 68%. Ja
no estudo de Wu et al. (2022) avaliou a atividade emulsificante do surfactante
produzido da cepa B. subtilis SL, o biossurfactante apresentou atividade emulsificante
apreciavel com 6leo bruto, querosene, octano e cetano no experimento, cujo indice
de emulsificacéo (ElI24) é de 56%, 67%, 54% e 60%, respectivamente.

Os agentes emulsificantes sdo essenciais nas industrias de cosméticos e
alimentos, desempenhando um papel crucial na estabilizagdo de misturas de 6leo e
agua, melhoria de texturas e aumento da funcionalidade dos produtos. Nos
cosmeéticos, eles evitam a separacdo em formulacbes como cremes e séruns,
garantindo texturas consistentes e a entrega eficaz de ingredientes ativos, como
vitaminas e hidratantes, na pele. Além disso, contribuem para a satisfacdo do usuario
ao criar texturas suaves e atrativas, enquanto permitem formulagdes inovadoras
adaptadas a diferentes preferéncias (Calvo et al., 2020).

Na industria alimenticia, os emulsificantes melhoram a textura dos produtos,
distribuem sabores de forma uniforme e prolongam a vida util, estabilizando emulsdes
em produtos como molhos e maioneses. Eles também previnem a separacgao,
reduzem a aderéncia em produtos assados e facilitam a absorgdo de nutrientes
lipossoluveis, contribuindo para beneficios nutricionais. Esses agentes continuam
sendo fundamentais para melhorar a qualidade dos produtos e atender as demandas

do mercado em constante evolugao (Babirye, 2024).

5.2.2 Capacidade De Dispersdo De Oleo De Biossurfactantes De Bacillus sp.
UELAsF1.483 Produzidos Em Diferentes Tempos de Fermentacao

A dispersdo de 6leo apresentou um aumento progressivo ao longo das 96
horas. Sendo um crescimento exponencial até as 48 horas e um crescimento da
dispersdo de 6leo menor as 96 horas, porém todos as gotas de dispersao foram
estatisticamente distintas entre si (Fig. 6). Esses resultados indicam que o Bacillus sp.
esta produzindo biossurfactantes, que facilitam a dispersdo do 6leo na superficie do

meio.
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Figura 6- Ensaio de espalhamento de dleo de biossurfactantes produzidos UELAsF1.483
produzidos em diferentes tempos de fermentagéo (A). Ensaio de espalhamento de 6leo (B),
nos tempos 0, 24 ,48, 72, 96 horas.
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Os resultados sado representados como médias de triplicatas + desvio padrdo, sendo indicado as
diferengas significativas em ANOVA seguida pelo teste de Tukey, p valor < 0,05. Grupos que
compartilham a mesma letra (a, b, ¢, d, €) ndo apresentam diferengas estatisticamente significativas
entre si, enquanto grupos com letras diferentes sao significativamente distintos.
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A analise estatistica indicou que todos os grupos sao significativamente
diferentes entre si, com um aumento significativo ao passar de cada 24 horas.

Estudos prévios corroboram esses achados, diferentes concentracbes de
surfactina (bruta e purificada), ramnolipidio e SDS (Dodecil sultato de sédio) foram
testadas quanto a sua eficacia na dispersao de 6leo. Os resultados mostram que a
surfactina purificada proporcionou a maior disperséo de 6leo, seguida pela surfactina
bruta, ramnolipidio e, por ultimo, o surfactante sintético SDS. Em todas as amostras,
a dispersdo aumentou proporcionalmente a concentragéo do surfactante, atingindo a
maior area de dispersdo com 600 mg/L: SDS (5,2 cm?), ramnolipidio (20,04 cm?),
surfactina bruta (34,9 cm?) e purificada (41,2 cm?). A partir de 75 mg/L, a surfactina
purificada alcangou sua concentragéo micelar critica (CMC), apds a qual aumentos de
concentracdo ndao ampliam a dispersao. A surfactina, mesmo em forma bruta,
mostrou-se mais eficaz que o SDS e o ramnolipidio, confirmando seu potencial como

um dos biossurfactantes mais potentes (Degang et al., 2023).

5.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO EXTRATO BRUTO EM DIFERENTES TEMPOS

DE FERMENTAGAO

A atividade antioxidante foi avaliada no sobrenadante coletado nos diferentes
tempos de fermentacgéao, pelo método DPPH (Figura 7). O controle negativo utilizado
foi o proprio meio de fermentacao para evitar que metabdlitos interferentes alterassem
os resultados reais da atividade antioxidante, o valor obtido da leitura em
espectrofotometria deste controle foram reduzidos dos valores das analises. As
amostras foram submetidas por centrifugacéo previamente ao teste para sedimentar
e separar possiveis impurezas interferentes. Os resultados mostraram presencga de
atividade antioxidante nas primeiras 24 horas, em niveis baixos (~10%) com um
aumento significativo, atingindo aproximadamente 40% em 72 horas. A partir desse
ponto, observou-se estabilizagcdo até o final do experimento. A analise estatistica
mostrou que as atividades antioxidantes dos tempos 72 e 96 horas (43%) sao
idénticos, assim como a atividade antioxidante de 24 e 48 horas, tiveram resultados
estatisticamente idénticos entre si . Esse comportamento sugere que a producio de
compostos antioxidantes ocorre principalmente na fase estacionaria do crescimento

bacteriano, mas pode decair com o tempo ou ser consumida pela propria cultura.
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Figura 7- Atividade antioxidante de biossurfactantes de Bacillus sp. UELAsF1.483

produzidos em diferentes tempos de fermentacao
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Os resultados sdo representados como médias de triplicatas + desvio padréo, sendo indicado as
diferencas significativas em ANOVA seguida pelo teste de Tukey, p valor < 0,05. Grupos que
compartilham a mesma letra (a, b,c) ndo apresentam diferencgas estatisticamente significativas entre si,

enquanto grupos com letras diferentes séo significativamente distintos.

5.4 EXTRACAO DOS BIOSSURFACTANTES

Com base nos resultados obtidos, o tempo de 72 horas foi selecionado para a
extragdo dos biossurfactantes, pois apresentou os melhores indices de atividade
antioxidante, que é o foco deste trabalho. Em 72 horas, o indice de emulsificagao
atingiu a valor de 68,11% (+1,48), enquanto a disperséo de 6leo alcangou a média de
32,44 mm? (+0,04), ambos indicando alta eficiéncia do biossurfactante. Além disso, a
atividade antioxidante ja em extrato bruto apresentou o valor significativo de 43,39%

reforcando o potencial multifuncional do produto.
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A producgéo foi realizada em meio contendo glicose e acido glutdmico como
fontes de carbono e nitrogénio, respectivamente. Em comparagdo com outros
estudos, os biossurfactantes de Bacillus sp. UELAsF1.483 apresentam produgao
semelhante com 0,45 g/L. Estudos realizados com diferentes cepas de Bacillus
evidenciaram variagdes na producgao de lipopeptideos, como a surfactina. Pesquisas
utilizando Bacillus subtilis MTCC 2423 como produtor de surfactina reportaram
producéo de cerca de 0,7 g/L com éleo de soja residual (WFSO) e 0,45 g/L com dleo
de arroz residual (WFRBO) ap6s 120 horas de cultivo bacteriano (Ciurko et al., 2022).
Em outro estudo, a surfactina produzida pela cepa de B.subtilis CMT-6 atingiu um pico
de 1,702 g/L na maior concentracédo de biomassa avaliada (Deng et al., 2022).

O uso de glicose e acido glutdmico na producado de biossurfactantes tem
recebido atencdo em diversos estudos, que destacam sua eficacia como fontes
essenciais de carbono e nitrogénio, respectivamente. A glicose é amplamente
reconhecida como uma fonte de carbono eficiente devido a sua alta assimilagao pelos
microrganismos e rapida conversao em intermediarios-chave pela glicdlise. Por
exemplo, ela gera glicose-6-fosfato (G6P), precursor de componentes hidrofilicos de
biossurfactantes, e acetil-CoA, essencial para as fragbes hidrofébicas. Estudos
demonstram que a glicose frequentemente supera outras fontes de carbono, como
glicerol e amido, na producdo de biossurfactantes. Um exemplo notavel é o
Pseudomonas aeruginosa MTCC 7815, que alcangou um indice de emulsificacdo de
76,77% e baixa tensdo superficial de 34,53 mN/m utilizando glicose como fonte de
carbono (Nurfarahin; Mohamed; Phang, 2018).

O acido glutamico, por sua vez, € uma fonte de nitrogénio fundamental, pois
participa da sintese de aminoacidos e proteinas cruciais para o crescimento e
metabolismo microbiano. Sua presenga estimula o aumento do rendimento de
biossurfactantes ao promover maior crescimento e atividade celular. Por exemplo, em
coproducgdes envolvendo Bacillus velezensis, o licor de maceragao de milho, rico em
aminoacidos como o acido glutdmico, aumentou significativamente a producao
simultdnea de y-PGA e surfactina (Correia et al., 2024).

Esses resultados reforcam que a glicose e o acido glutdmico desempenham
papéis complementares na producdo de biossurfactantes, oferecendo uma base

eficiente para otimizar processos biotecnoldgicos.
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Apos cada processo de extragdo, o biossurfactante foi seco e liofilizado. A
pesagem das amostras e o calculo de produg¢ao foram realizados apds a liofilizagao.
A produgao do biossurfactante denominado LP.F1483 foi de 0,45 £ 0,15 g/L, e seu
total produzido foi de 212 mg, produzido em 5 fermenta¢cdes. Em um estudo recente,
o Bacillus subtilis YPS-32 foi cultivado sob condi¢cdes de fermentacdo otimizadas
usando glicose (20 g/L) e acido glutamico (5 g/L). A produgéo de surfactina atingiu um
maximo de 2,39 g/L apds 42,8 horas de fermentacdo em um fermentador de 5 L. Esta
producédo foi significativamente maior em comparagdo com resultados anteriores
obtidos usando meio Landy padrdo, destacando a eficacia da otimizagao de fontes de
carbono e nitrogénio para a produgao de biossurfactantes (Zhou et al., 2023).

Outra investigacdo se concentrou no Bacillus velezensis, cultivado em meio
contendo 10 g/L de glicose e 5 g/L de acido glutdmico como unicas fontes de carbono
e nitrogénio, respectivamente. As cepas examinadas produziram surfactina dentro da
faixa de 2 a 5 mg/L, com a maior produg¢do observada em quase 7 mg/L para uma
cepa especifica. Isso demonstra que, embora os rendimentos possam ser menores
em comparagao a outros estudos, a combinagdo desses substratos ainda é eficaz
para produzir surfactina em certas cepas de Bacillus (Bartal et al., 2023).

No geral, o uso de glicose e acido glutdmico como substratos para a produgao
de surfactina ndo apenas apoia o crescimento microbiano, mas também otimiza a
biossintese desse composto valioso. As variagdes na produgao entre diferentes
estudos ressaltam a importancia da selegao de cepas e das condi¢des de fermentagao

para maximizar a producao de biossurfactantes a partir desses substratos.
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5.5 CARACTERIZACAO QUIiMICA DO LIPOPEPTIDEO LP.F1483

Figura 8- Espectros de FT-IR da amostra LP.F1483 e do padrdo de surfactina,

mostrando as bandas de absorgao caracteristicas entre 4000 e 500 cm™.
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Os resultados da analise de FT-IR estdo mostrados na Figura 8. A amostra
LP.F1483 revelou picos de transmitancia em: 1058,56, 1377,17, 1635,63, 1728,22,
2920,27 e 3427,51 cm™.

Em comparacdo com o padrdao de surfactina, observaram-se picos de
transmitancia em: 1203,52, 1533,41, 1654,92, 1724,36, 2958,80 e 3315,63 cm™'. De
acordo com Janek et al. (2021), bandas entre 3300 e 3400 representam uma regiao
caracteristica de peptideos, sendo marcada pelo estiramento da ligagdo N-H. Desta
forma, o pico em 3427,51 cm™ representa a presencga de um grupo amina na amostra
LP.F1483. O pico em 2920,27 cm™" corresponde as vibragbes de estiramento C—H,
enquanto o pico em 1728,22 cm™" representa as vibragdes de estiramento C-0. Ja os
picos em 1635,63 cm™ e 1377,17 cm™ correspondem as vibragbes de estiramento
C=0 e C-N da ligagao amida, respectivamente. Portanto, com base na analise FT-IR,

picos caracteristicos de lipopeptideos foram identificados na amostra LP.F1483,
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sugerindo que o biossurfactante produzido por Bacillus sp. UELAsF1.483 pertences a

classe de lipopeptideos.

Figura 9- Cromatograma de CLAE da amostra LP.F1483
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As analises por CLAE da amostra LP.F1483 esta mostrada na Figura 9. Os
resultados mostraram picos de tempo de retengdo da amostra em: 2.9, 3.542, 4.233,
4.738, 5.93, 7, 8.415 e 12.388 minutos. De acordo com Barale et al. (2022), uma
isoforma de surfactina de Bacillus velezensis SK, apresentou picos de tempo de
retencdo nos tempos de 2.91, 4.02, 5.47, e 6.8 minutos, que foram similares aos
encontrados neste presente trabalho. Por outro lado, tempos de retengcédo nos tempos
de 8.415 e 12.388 minutos podem ser impurezas da amostra. Portanto, com base na
analise CLAE, tempos de retengao caracteristicos de lipopeptideos da classe das
surfactinas foram identificados na amostra LP.F1483, sugerindo que a linhagem

Bacillus sp. UELAsF1.483 foi capaz de produzir um biossurfactante da classe de

lipopeptideos.
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5.6 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE CELULAR

Figura 10 - Andlise de viabilidade celular de LP.F1483 em células VERO
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Os resultados sdo representados como médias de triplicatas + desvio padréo, sendo indicado as
diferencas significativas em ANOVA seguida pelo teste de Tukey, p valor < 0,05. Grupos que
compartilham a mesma letra (a, b) ndo apresentam diferengas estatisticamente significativas entre si,

enquanto grupos com letras diferentes séo significativamente distintos.

Os resultados da analise de viabilidade celular nas diferentes concentracoes
de LP.F1483 (500, 250, 125, 62,5 e 31,25 ug/mL) esta mostrado na figura 10. Os
resultados mostraram que nas concentragdes de 250, 125 e 62,5 ug/mL, observou-se
viabilidades semelhantes, todas proximas de 100%, sem diferenca estatistica entre si.
No entanto, a concentragdo de 500 pg/mL mostrou uma queda significativa na
viabilidade celular, com uma média de 73,23% (p < 0,001) quando comparada a todas
as outras concentracdoes. Esses resultados indicam que a viabilidade celular &
significativamente afetada em 500 pg/mL, enquanto as concentragdes mais inferiores

nao impactam a viabilidade de maneira expressiva, mantendo-a em 100%.
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Na literatura € possivel observar artigos onde surfactina produzida por Bacillus
demonstrou um efeito inibitorio significativo no crescimento de células de cancer de
c6lon humano (LoVo), com uma reducéo de até 80% na viabilidade celular em doses
elevadas (80 uM por 24-48 horas).

Uma das principais vantagens dos biossurfactantes é seu perfil de baixa
toxicidade, o que os torna adequados para uso em ambientes sensiveis onde a saude
humana e a seguranga ecoldgica sdo primordiais. Derivados de fontes bioldgicas
renovaveis, os biossurfactantes exibem biodegradabilidade, garantindo que se
decomponham em subprodutos inofensivos apds o uso, minimizando assim o impacto
ambiental. Uma vez que muitos surfactantes convencionais podem persistir no
ambiente, levando a bioacumulagao e toxicidade em ecossistemas aquaticos (Bjerk
et al., 2021; Kumari, Singha, Shukla, 2023).

No contexto da biorremediagdo, os biossurfactantes aumentam a
biodisponibilidade de poluentes hidrofébicos como hidrocarbonetos, facilitando sua
degradacgao por microrganismos. Sua natureza nao téxica permite a aplicagéo segura
em locais contaminados sem prejudicar comunidades microbianas benéficas
essenciais para uma remediagao eficaz. Isso contrasta fortemente com surfactantes
quimicos, que podem inibir a atividade microbiana ou introduzir substancias toxicas
adicionais no ambiente (Nikolova, Gutierrez, 2021; Parthipan et al., 2022). Além disso,
o uso de biossurfactantes nao téxicos € particularmente critico nas industrias
alimenticia e cosmética, onde a seguranga do produto € uma prioridade maxima.
Nesses setores, os biossurfactantes podem funcionar como emulsificantes ou
estabilizadores sem comprometer a integridade do produto ou a seguranga do
consumidor (Barbosa et al., 2022).

No geral, a natureza nao toxica dos biossurfactantes aumenta seu apelo em
varias aplicagcdes em biotecnologia. Ao promover a sustentabilidade e a seguranca,
esses compostos representam um avango significativo em relagado aos surfactantes
tradicionais, alinhando-se com a crescente demanda do consumidor por produtos
ecologicamente corretos e conscientes da saude. A énfase na baixa toxicidade nao
apenas apoia a conformidade regulatéria, mas também promove a confianga publica

em inovagdes biotecnoldgicas que utilizam essas moléculas versateis.
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5.7 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
5.7.1 Anélise Da Atividade Doadora De Atomos De Hidrogénio Ao Radical 2,2-

Difenil1-Picril-Hidrazil (DDPH)
Figura 11- Atividade antioxidante de LP.F1483 avaliada pelo ensaio de DPPH.
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Os resultados sdo representados como médias de triplicatas + desvio padréo, sendo indicado as
diferencas significativas em ANOVA seguida pelo teste de Tukey, p valor < 0,05. Grupos que
compartilham a mesma letra (a, b ,c ,d) ndo apresentam diferengas estatisticamente significativas entre
si, enquanto grupos com letras diferentes sao significativamente distintos.

Afigura 11 apresenta a atividade antioxidante de LP.F1483, medida pelo ensaio

de DPPH, que avalia a capacidade dos compostos em neutralizar radicais livres. A

porcentagem de inibicdo do DPPH € exibida no eixo vertical, enquanto a concentragao

da amostra varia de 0 a 4 mg/mL no eixo horizontal. Observa-se que, com o aumento

da concentragédo de LP.F1483, a porcentagem de inibigdo cresceu até a maior
concentragao de 4 mg/mL.

A atividade antioxidante de LP.F1483 apresentou diferencgas significativas entre

as concentracdes, conforme a analise estatistica de Tukey. As concentragdes de 4

mg/mL a 0,25 mg/mL nao diferiram estatisticamente (grupo "a" e "ab"), indicando que
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a capacidade antioxidante é estatisticamente indistinta da maior concentracao (66%
de inibicdo de DPPH) a 0,25 mg/mL (44%).

Ja em concentragdes mais baixas (0,125 mg/mL e 0,0625 mg/mL), a
capacidade antioxidante diminui significativamente, sendo classificadas nos grupos
"bc" e "cd", respectivamente. A menor concentragédo (0,0625 mg/mL) apresentou a
atividade antioxidante mais baixa, com 25,32%, diferindo estatisticamente de todas as
demais concentragdes.

Esses resultados confirmam que a capacidade antioxidante da LP.F1483 e
representa uma atividade positiva, ja que em concentragdes menores do lipopeptideo
ainda ha uma atividade antioxidante consideravel em relagdo a maior concentracao
testada.

Comparativamente, estudos com biossurfactantes de Bacillus em
concentragdes de 0,5 a 5,0 mg/mL indicaram atividade antioxidante dependente da
concentragao. O biossurfactante BS-VSG4 mostrou 69,1% de eliminagéao de radicais
DPPH a 5,0 mg/mL, enquanto o BS-VS16, na mesma concentragao, exibiu uma
capacidade antioxidante superior, com 73,5% de eliminacao (Giri et al., 2019). Em
outro estudo, a surfactina demonstrou atividade antioxidante variando de 15,66% a
75,51% e um IC50 (concentragéo inibitéria média) de 0,957 mg/mL, embora com
menor eficacia que a glutationa, controle positivo (Dai et al., 2024).

O principal mecanismo antioxidante da surfactina € a doagao de hidrogénios
para os radicais livres, estabilizando-os e convertendo-os em uma forma reduzida, o
DPPH. Essa propriedade é atribuida a estrutura anfipatica da molécula, que facilita
sua interagao com os radicais livres e interrompe reagdes oxidativas em cadeia. Desta
forma, sugere-se que a atividade antioxidante da surfactina pode ser modulada pela
presenga de residuos hidrofébicos e pela capacidade de influenciar diretamente
espécies reativas de oxigénio (ROS) em sistemas biolégicos (Dussert et al., 2022).

Esses resultados mostram que a amostra LP.F1483 apresenta uma capacidade
antioxidante consideravel reduzindo o radical DPPH, comparavel a outros
biossurfactantes relatados na literatura, exibindo uma eficiéncia expressiva em baixas
concentragbes e um perfil de saturagao de atividade semelhante ao observado em

biossurfactantes derivados de Bacillus.
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5.7.2 Analise Da Capacidade Antioxidante Total (TRAP)

Figura 12- Atividade antioxidante da amostra LP.F1483 avaliada pelo ensaio de TRAP.
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Os resultados sdo representados como médias de triplicatas + desvio padréo, sendo indicado as
diferencas significativas em ANOVA seguida pelo teste de Tukey, p valor < 0,05. Grupos que
compartiiham a mesma letra (a, b,c,d) ndo apresentam diferencgas estatisticamente significativas entre
si, enquanto grupos com letras diferentes sao significativamente distintos.

A figura 12 apresenta a capacidade antioxidante total de LP.F1483, avaliada
pelo ensaio TRAP, em diferentes concentragdes, variando de 0,25 a 8 mg/mL. O eixo
vertical mostra a concentragao equivalente de Trolox (UM de Trolox), enquanto o eixo
horizontal indica a concentragao da amostra LP.F1483 (mg/mL).

A andlise estatistica de Tukey revelou diferencas significativas entre as
concentragdes testadas. A maior atividade antioxidante foi observada na concentragao
de 8 mg/mL (9,84 uM de Trolox, grupo "a"). Conforme a concentragdo diminui, a
capacidade antioxidante reduz significativamente, com as concentracbes de
4 mg/mL (2,33 uM de Trolox, grupo "b") e 2 mg/mL (1,11 uM de Trolox, grupo "c")
formando grupos estatisticamente distintos. Concentragbes de 1 mg/mL ou menores
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(0,5 mg/mL e 0,25 mg/mL, grupo "d") apresentaram valores estatisticamente
identicos, proximos a zero.

A tendéncia observada indica que LP.F1483 exibe uma forte capacidade
antioxidante em concentragbes elevadas, mas essa capacidade diminui
drasticamente em concentragdes abaixo de 2 mg/mL, com uma eficacia antioxidante
quase inexistente em 0,25 mg/mL. Esse comportamento sugere uma clara
dependéncia da concentracio para a atividade antioxidante. Os resultados reforcam
que LP.F1483 possui um efeito antioxidante relevante apenas em concentragdes altas,
destacando sua limitacdo em aplicagdes que requerem baixas concentracoes.

A capacidade antioxidante observada na amostra LP.F1483 e na surfactina
produzida por Bacillus amyloliquefaciens NS6 compartilha a caracteristica de
depender da concentracdo e da composi¢cao molecular. Os resultados obtidos com
LP.F1483 revela uma atividade antioxidante significativa em concentragdes mais
elevadas (até 8 mg/mL), mas com uma rapida perda de eficacia em concentragdes
menores, indicando uma forte dependéncia da concentragdo para sua atividade
antioxidante. Esse padrao também é observado em estudos sobre a surfactina, onde
sua capacidade antioxidante varia conforme o ensaio (FRAP, DPPH) e é influenciada
por sua estrutura molecular, especialmente pelos aminoacidos presentes (Ciurko et
al., 2022).

As variagbes na atividade antioxidante da surfactina entre diferentes cepas,
como B. subtilis e B. amyloliquefaciens, reforcam o papel critico da composi¢ao
molecular na eficacia antioxidante. De maneira semelhante, a diminuicdo da
capacidade antioxidante da LP.F1483 em concentragcbes menores pode estar
relacionada a limitagbes estruturais ou a disponibilidade de compostos ativos em
diluicbes mais baixas (Ciurko et al., 2022). Assim, tanto a amostra LP.F1483 quanto a
surfactina destacam a importancia da concentracdo e da composi¢ao molecular na

determinacao da eficacia antioxidante.

5.8 CARACTERIZACAO DOS FILMES

A caracterizagcao dos filmes biodegradaveis é essencial para avaliar suas
propriedades fisico-quimicas, estruturais e funcionais, garantindo sua aplicabilidade

em diferentes setores, como alimentos, cosméticos e embalagens sustentaveis. A
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adicdo de compostos bioativos, como biossurfactantes, pode modificar
significativamente parametros como espessura, solubilidade, estrutura molecular e
atividade antioxidante dos filmes. Assim, a analise detalhada dessas caracteristicas
permite entender os efeitos dos aditivos sobre a matriz polimérica e sua
funcionalidade. Neste estudo, foram realizados ensaios de espessura, solubilidade em
agua, espectroscopia FT-IR e atividade antioxidante por DPPH para investigar o
impacto da incorporagao do extrato LP.F1483 em filmes formulados com amido e

gelatina.

5.8.1 Espessura dos Filmes Formados

A espessura é um parametro fundamental para caracterizar flmes biodegradaveis,
pois influencia diretamente suas propriedades mecanicas, barreira e a eficiéncia de

liberacao de compostos ativos (Figura 13).

Figura 13- Espessura dos filmes a base de amido e gelatina incorporados com o LP.F1483.
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Os resultados mostram que todos os filmes, incluindo o controle e os
formulados com 2,5 mg (F1), 5 mg (F2) e 25 mg (F3) apresentaram a mesma
espessura média de 0,01 mm, sem variagao entre as medi¢des (desvio padrao igual
a zero). Esse padrdo indica uniformidade na espessura dos filmes e alta
reprodutibilidade do processo de fabricacao, além de demonstrar que a adi¢gdo dos

diferentes teores de aditivo ndo influenciou a espessura final dos filmes.

58.2 Solubilidade

Figura 14- Solubilidade dos filmes a base de amido e gelatina incorporados com
lipopeptideo F1.483.
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Os resultados de solubilidade dos filmes contendo diferentes concentracdes do
aditivo LP.F1483 mostram claramente um aumento dependente da concentragédo na

solubilidade em agua. O filme controle apresentou cerca de 32,27% de solubilidade,
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enquanto o filme com a maior concentragéo do aditivo (25 mg%) atingiu 56,97%. Essa
tendéncia sugere que o aditivo desestabiliza a estrutura da matriz polimérica,

aumentando a afinidade do filme com a agua e, consequentemente, sua solubilidade.

Esse comportamento € confirmado por estudos com filmes compostos de
amido e gelatina, nos quais a solubilidade é influenciada pelas interacbes entre as
cadeias desses dois biopolimeros. Por exemplo, em filmes de amido—gelatina, o
aumento da proporgdo de amido tende a reduzir a solubilidade devido as fortes
ligacdes de hidrogénio intermoleculares, que conferem maior coesdo a matriz e
limitam a difusdo de agua (Bich Nguyet; Nguyen, 2020). Em contraste, a adi¢do de
gelatina — rica em aminoacidos hidrofilicos — tende a aumentar a solubilidade pela

sua afinidade natural com a agua (Pérez-Marroquin et al., 2022).

Além disso, pesquisas com filmes biodegradaveis a base de amido de taro e
gelatina de osso de pato demonstraram que o aumento da concentragao de gelatina
elevou significativamente a solubilidade em agua (chegando a 64,60%). Isso foi
atribuido a presenca de grupos hidrofilicos como N-H e O-H na gelatina, que
favorecem a absorgao de agua e rompem as forgas intermoleculares na matriz do
filme (Chochkov et al., 2019).

Estudos usando espectroscopia FT-IR por luz sincrotron mostraram que, em
misturas de amido e gelatina, a gelatina forma uma fase continua, com o amido
disperso. Plasticizantes como o PEG podem atuar como compatibilizantes,
influenciando a estrutura do filme e sua interagcdo com a agua (Carbohydrate
Polymers, 2013). A compatibilidade parcial entre os componentes e as ligagbes de
hidrogénio formadas reduzem a disponibilidade de grupos hidroxila livres, o que

também pode modular a solubilidade.

Em resumo, o aumento da solubilidade observado com maiores concentragdes
do aditivo F1.483 é compativel com o que mostra a literatura: aditivos ricos em grupos
hidrofilicos ou com acao plastificante tendem a desorganizar as interagdes
poliméricas, aumentar a presenca de grupos funcionais livres e ampliar a afinidade do

filme com a agua — elevando assim sua solubilidade.
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5.8.3 Espectroscopia No Infravermelho Com Transformada De Fourier (FT-IR)

A FT-IR é uma técnica fundamental para a analise estrutural de materiais,
permitindo identificar grupos funcionais e interagbes quimicas presentes nos filmes
desenvolvidos. Essa técnica € amplamente utilizada para caracterizar a incorporagao
de lipopeptideos microbianos em matrizes poliméricas como amido e gelatina,
fornecendo informagbes sobre as possiveis ligacbes e mudancas na estrutura
molecular dos filmes. A Figura 15 mostra os espectros de FT-IR dos filmes a base de
amido e gelatina com e sem a incorporagao dos lipopeptideos microbianos,
evidenciando as alteragdes nas bandas caracteristicas que indicam interagdes entre

0S componentes

Figura 15 — FT-IR dos filmes a base de amido e gelatina incorporados com LP.F1483.
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FC: Filme Controle; F1: Filme F1.483 2,5 mg% ; F2: Filme F1.483 5 mg%; F3: Filme F1.483 25 mg%.

A analise dos espectros de FT-IR das amostras F1, F2, F3, do controle positivo
(LP.F1483) e do controle negativo (FC) revelou caracteristicas tipicas de filmes
biodegradaveis compostos por amido e gelatina. As bandas largas entre 3200 e 3400
cm™ indicam a presenga de grupos hidroxila e amida, sugerindo forte interagdo por

ligacdes de hidrogénio, comuns em polissacarideos e proteinas. As bandas na faixa
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de 3000 a 2900 cm™ estdo associadas ao estiramento de ligagdes C—H de grupos
metila e metileno, presentes tanto em biopolimeros quanto em biossurfactantes com
cadeias lipidicas.

As bandas amida | e Il, entre 1640 e 1500 cm™, confirmam a presenca de
componentes proteicos, como a gelatina. A regido entre 1170 e 816 cm™ apresenta
picos atribuidos a ligagbes C—O e C-O-C, caracteristicas da estrutura do amido. Um
pico em 1731 cm™, observado apenas na amostra F3, sugere a presenga de grupos
ésteres, possivelmente derivados de plastificantes, sem evidéncia de reacdes
quimicas entre os componentes da mistura (Nur Hanani et al., 2013; Osmorskaya et
al., 2023)

Esses resultados indicam que os filmes analisados contém amido e gelatina
com boa compatibilidade fisica, além de possiveis tracos de biossurfactantes
bacterianos. A interpretacdo espectral esta de acordo com a literatura e confirma a

eficacia da técnica de FT-IR na caracterizagao estrutural de materiais biodegradaveis.
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5.8.4 Avaliacédo Da Atividade Antioxidante dos filmes

Figura 16- Atividade antioxidante dos filmes com LP.F1483 avaliada pelo ensaio de

DPPH.
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FC: Filme Controle; F1: Filme F1.483 2,5 mg% ; F2: Filme F1.483 5 mg%; F3: Filme F1.483 25 mg%.

Filmes com atividade antioxidante apresentam grande relevancia na conservagao de
alimentos e produtos farmacéuticos, uma vez que contribuem para retardar os processos
oxidativos, prolongando a vida util e preservando a qualidade dos materiais embalados. A
atividade antioxidante dos filmes desenvolvidos foi avaliada por meio do ensaio DPPH,
método de triagem amplamente utilizado para quantificar a capacidade de captura de
radicais livres, demonstrando assim o potencial antioxidante dos compostos incorporados.
Os testes de atividade antioxidante utilizando o ensaio DPPH mostraram que apenas o filme
com maior concentragcao do LP.F1483 (F3) apresentou atividade antioxidante significativa
(45,53% = 3,23%). As formulagdes com concentragées menores (F1 — 2,5 mg% e F2 -5
mg%) e o controle (FC) ndo demonstraram efeito antioxidante detectavel. Isso evidencia
um efeito dose-dependente, ou seja, é necessaria uma quantidade minima de compostos

ativos para que os filmes sejam eficazes na neutralizagao de radicais livres.
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Estudos similares na literatura confirmam essa tendéncia. Filmes com extratos
antioxidantes naturais, como bagaco de cervejaria, acidos fendlicos e antioxidantes
sintéticos, também apresentaram atividade significativa apenas em concentragdes
elevadas. Em diversos trabalhos, apenas formulagbes acima de determinados limiares (por
exemplo, 200 pug/mL ou 5% p/p) mostraram capacidade real de inibir radicais DPPH
(Benbettaieb et al., 2018; Kim; Kimmel; Wang, 2023; Vieira et al., 2024).

Portanto, os dados obtidos estdo em consonadncia com o que € amplamente
reportado: a eficacia antioxidante de filmes biodegradaveis depende diretamente da
quantidade de composto ativo presente. Para aplicagbes praticas, como embalagens
alimenticias com propriedades funcionais, € essencial considerar a concentragdo minima

necessaria para garantir beneficios reais.
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6 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo revelaram o significativo potencial biotecnolégico
da linhagem Bacillus sp. UELAsF1.483, capaz de produzir biossurfactantes com
propriedades emulsificantes, tensoativas e antioxidantes. A producdo de
biossurfactantes atingiu 0,45 g/L, e a analise estrutural por FT-IR confirmou a
presencga de grupos tipicos de lipopeptideos. A caracterizagdo por CLAE corroborou
esses achados, identificando tempos de retencdo compativeis com padrdes descritos
na literatura.

LP.F1483 apresentou potente atividade antioxidante, com 47,26% de inibigcao
de radicais DPPH. Além disso, o lipopeptideo apresentou atividade antioxidante total
equivalente ao Trolox, um antioxidante de referéncia. Esses resultados destacam o
LP.F1483 como um candidato promissor para aplicagdes industriais, como
cosméticos, alimentos e produtos de limpeza, devido as suas propriedades
emulsificantes e antioxidantes.

Os filmes formulados com LP.F1483 demonstraram desempenho promissor,
especialmente quanto a solubilidade em agua e atividade antioxidante. A espessura
dos filmes permaneceu constante independentemente da concentragdo do aditivo,
evidenciando uniformidade e reprodutibilidade do processo de fabricagdo. A
solubilidade aumentou proporcionalmente a concentracao de LP.F1483, o que indica
maior afinidade com a agua devido a presenca de grupos hidrofilicos. Na analise por
FT-IR, foram confirmadas interagdes fisico-quimicas entre os componentes do filme,
sem formagao de novos compostos quimicos, e a presenca de grupos funcionais
compativeis com amido, gelatina e biossurfactante.

O filme com maior concentracdo de LP.F1483 apresentou atividade
antioxidante significativa (45,53%), reforcando a necessidade de concentragbes
minimas do extrato para eficacia funcional. Esses resultados apontam para o potencial
do LP.F1483 como aditivo ativo em embalagens biodegradaveis com propriedades
funcionais, especialmente antioxidantes, alinhando-se as demandas atuais por
materiais sustentaveis e eficientes na conservacdo de produtos cosméticos e
alimenticios. Vale destacar que este é o primeiro relato da atividade antioxidante de
lipopeptideos aplicados a filmes, o que refor¢ga a originalidade e relevancia desta
abordagem.
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ANEXOS

Os resultados parciais obtidos neste trabalho foram usados para deposito de

uma patente.

Patente: NOVO BIOSSURFACTANTE PRODUZIDO

POR Bacillus sp. UELAsF1.483

Autores: Cristiani Baldo da Rocha, Giovana Elika Silveira Bertoncini, Edna
Suzana Antéonio Jinga Millan, Daniele Sartori, Hyan Gabriel Barbosa da Costa,
Antonio Carlos da Silva Vieira, Nubia Natalia Lopes Cardoso, Damaris Cristine

Landgraf

Protocolada em: 18/07/2024 (processo BR 10 2024 014796 0)

Resumo: Nesta invengdo uma linhagem do género Bacillus (UELAsF1.483) isolada de amostras de

alhos foi usada para a produgédo de um novo biossurfactante denominado LP.F1483. A fermentacéo foi
realizada em meio contendo (g/L): glicose (20), acido glutamico (5), fosfato dipotassio (1), cloreto de
potassio (0,5), sulfato de magnésio (1), e TmL de solugao mineral composta por (g/L) MnSO47H20
(0,5), CuS0O45H20 (0,16) e FeSO47H20 (0.015 g/L). Os frascos foram incubados com 2% de in6culo a
37°C em agitador rotativo (150rpm) por 24, 48 e 72h. A interrupgéo da fermentacgéo foi realizada por
centrifugacéo a 9000 rpm, 4°C em 15 minutos. O sobrenadante foi usado para determinar o indice de
emulsificagdo e consumo de substrato. A extragao do biossurfactante foi realizada por solvente com
cloroférmio e metanol (10:1 v/v). A quantificagao foi realizada por gravimetria para caracterizacao
quimica. Os resultados evidenciaram um maior indice de emulsificagdo no tempo de 48 horas
(66,6%), seguido pelo tempo de 72 horas (58,3%). A amostra obtida no tempo de 48 horas foi
submetida a analise de FT-IR que mostrou a presenca de grupamentos quimicos caracteristicos de

biossurfactantes da classe dos lipopeptideos. Esses dados foram confirmados por analise em HPLC.
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Contribui¢des com outros trabalhos do grupo resultaram nas seguintes
publicacdes:

Patente: PRODUCAO E CARACTERIZACAO DE LIPOPEPTIDEOS COM ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE DE Bacillus sp. UELASF.466

Autores: Cristiani Baldo da Rocha, Edna Suzana Anténio Jinga Millan, Giovana
Elika Silveira Bertoncini, Daniele Sartori, Hyan Gabriel Barbosa da Costa, Antonio

Carlos da Silva Vieira, Nubia Natalia Lopes Cardoso.

Protocolada em: 21/10/2024 (processo BR 10 2024 021773 0)

Titulo do livro: QUIMICA E BIOQUIMICA: FUNDAMENTOS E APLICACOES 3

Titulo do capitulo: POTENCIAL TERAPEUTICO DE LIPOPEPTIDEOS
MICROBIANOS CONTRA INFECCOES BACTERIANAS MULTIRRESISTENTES

Autores: Edna Suzana Antonio Jinga, Giovana Elika Silveira Bertoncini, Daniele

Sartori, Maria Antonia Pedrine Colabone Celligoi, Cristiani Baldo da Rocha
DOI: https://doi.org/10.22533/at.ed.987242106 ISBN:
978-65-258-2498-7

https://atenaeditora.com.br/catalogo/ebook/quimica-e-bioguimica-fundamentos-

eaplicacoes-3

Publicado em: Atena Editora, 2024.
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Titulo do livro: Ciéncias da saude: bem-estar integral e qualidade de vida

Titulo do capitulo: Estreptoquinase microbiana: avancos e perspectivas no

tratamento de doencas cardiovasculares

Autores: Beatriz Peres Sanches, Camila Cristina Valentim, Giulia Mian Assi, Janaina

Mantovan, Giovana Elika Silveira Bertoncini, Cristiani Baldo

DOI: https://doi.org/10.22533/at.ed.762241405 ISBN:

978-65-258-2576-2

https://atenaeditora.com.br/catalogo/ebook/ciencias-da-saude-bem-estar-integral-

equalidade-de-vida

Publicado em: Atena Editora, 2024.
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