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RESUMO

A contaminagao por hidrocarbonetos € uma questdo importante para o
equilibrio dos ecossistemas e resulta em problemas ecologicos e sociais. Os
derrames de petréleo, em particular, sdo uma das principais fontes de
contaminacdo de ambientes marinhos com hidrocarbonetos. Neste contexto,
varias estratégias de remediagcdo de aguas contaminadas por petréleo foram
desenvolvidas sendo mais frequentes a remocao fisica e o uso de surfactantes.
Os surfactantes quimicos sdo moléculas anfifilicas que apresentam capacidade
emulsificante que reduzem a tenséao superficial entre dois fluidos de diferentes
polaridades. No entanto, estes compostos ndo séo biodegradaveis e podem
ser toxicos para o meio ambiente. Uma alternativa € o uso de biossurfactantes,
que sdo compostos sintetizados por microrganismos como subprodutos
metabdlicos. Os biossurfactantes apresentam vantagens quando comparados
aos surfactantes tradicionais, principalmente a baixa toxicidade e a excelente
biodegradabilidade. Podem ser obtidos por fermentagdo usando substratos de
baixo custo, como agucares e 6leo vegetal como fontes de carbono. Nesse
trabalho foi realizado um estudo para a identificacdo e a caracterizacdo de
biossurfactantes pela triagem de microrganismos isolados de ambientes
contaminados com petréleo. Cinco entre 200 isolados testados foram positivos
para os testes de colapso da gota, espalhamento de Oleo, ensaios de
emulsificacdo e diminuigdo significativa da tensdo superficial abaixo de 30
mN/m. Os biossurfactantes produzidos por esses microrganismos foram
caracterizados e sua identificacdo revelou que sao bactérias do género
Bacillus. Os biossurfactantes produzidos foram quimicamente caracterizados
por analise por UHPLC-HRMS, indicando a produgdo de homdlogos de
surfactinas, destacando uma nova classe dessas moléculas. Cabe salientar
que a bactéria Bacillus amyloliquefaciens MO4B se destacou por ser um
produtor de biossurfactantes muito promissor para a reparacdo de danos
ambientais causados por derramamentos de petréleo, através de processos de
biorremediagdo e lavagem do solo, mesmo quando as amostras foram

submetidas a alteracdes de pH ou expostos a elevadas temperaturas.
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ABSTRACT

Oil pollution is an important issue for marine and terrestrial ecosystems
and is responsible for major ecological and social problems. Oil spills, in
particular, are a major source of contamination of marine environments with
hydrocarbons. In this context, several strategies to clean water contaminated by
oil were developed and the two most recent ones are the physical removal and
the use of surfactants. Surfactants are amphiphilic molecules that have an
emulsifying capacity and are capable of reducing the surface tension between
two fluids of different polarities. However, these compounds are not
biodegradable and may be toxic to the environment. An alternative is the use of
biosurfactants, which are compounds synthesized by microorganisms as
metabolic byproducts. Biosurfactants have a number of advantages when
compared to surfactants, mainly low toxicity and excellent biodegradability. In
addition, they can be fermented using low cost substrates such as sugars and
vegetable oil as carbon sources. In this work, a study was carried out to identify
and characterize biosurfactants through the screening of microorganisms
isolated from environments contaminated with petroleum. Five out of 200 tested
positive in drop collapse test, oil spreading, emulsification and reduction of
surface tension below 30 mN/m assays. The biosurfactants produced were
further investigated and have been identified as being related to the Bacillus
genus. Additionally, the biosurfactants produced were chemically characterized
via UHPLC-HRMS experiments, indicating the production of surfactin
homologues, including a new class of these molecules. Worth pointing out is
that Bacillus amyloliquefaciens MO4B has shown to be a very promising
biosurfactant producer, potentially useful for the repair of environmental
damage caused by oil spills, through bioremediation and soil washing
processes, even when the samples were submitted to pH changes or exposed
to high temperatures.
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1. INTRODUGAO GERAL

1.1. Surfactantes

Surfactantes sdo uma classe importante de compostos muito utilizados
nos mais variados setores da industria, com diversas aplicacbes em processos
envolvendo produtos automotivos, alimenticios, farmacéuticos, de limpeza e
em processos de refino de petréleo (Banat et al., 2000; Christofi & lvshina,
2002, Franzetti et al., 2010). Surfactante € um composto organico caracterizado
pela capacidade de alterar as propriedades superficiais e interfaciais de um
liguido. Sdo moléculas anfifilicas ou anfipaticas, que apresentam uma parte
hidrofilica (polar) e outra hidrofébica (apolar), podendo ser obtidas
sinteticamente, através de reacgbes quimicas, ou naturalmente, através de
microrganismos especificos. Os surfactantes s&o classificados de acordo com
sua cadeia polar hidrofilica em surfactantes ndo-idnicos, aniénicos, catidnicos e

zwitteridnicos (Figura 1).

No-idnico SN TSN N
Anidnico jaze /\\/\/\/\/\
Catiénico 1 e Wt W Y

Zwitteridnico (= P e W e v aTa"

Figura 1. Classificacdo dos surfactantes de acordo com o grupo polar.

A porgcao apolar, na maioria das vezes, € uma cadeia formada por
hidrocarbonetos de cadeia alifatica, grupos aromaticos e policiclicos. A porgao
apolar confere a molécula baixa solubilidade em agua devido ao efeito
hidrofébico provocado principalmente pela dificuldade em romper as fortes
interagdes entre as moléculas de agua (Lichtenberg et al., 1983). Ja a porcao
polar interage fortemente com o meio aquoso, permitindo ainda, a capacidade
de formar microemulsées (Ron & Rosenberg, 2001). Alguns exemplos de
surfactantes muito utilizados comercialmente incluem ésteres sulfatados ou
sulfatos de acidos graxos (anibnicos) e micronutrientes (sais) de aménio
quaternario (catidnicos) (Nitschke & Pastore, 2002; Chen et al., 2015). Alguns

exemplos de diferentes tipos de surfactantes estdo apresentados na Tabela 1
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(Desai & Banat, 1997; Yeh et al., 2005; Nitschke & Pastore, 2006).

Tabela 1. Exemplos de surfactantes de acordo com o grupo polar. Adaptado de

Daltin, 2011.
Classes Nomenclatura Estrutura Quimica
Nao-ionico éter hexadecil (20)-polioxietilénico Ho/é 20 13
(Brij 58®)
o
Triton X-100
Na® "0 /,O
O//
Anidénico sulfonato de alquilbenzeno (LAS)
n=9, 11,13, 15,17
dodecil sulfato de sédio (SDS) 7
il su [ s ST
Na* 0" >0
N-lauroil inato de sodi j\/ |
-lauroilsarcosinato de sédio ) N
(Gardol®) Na* "0 W
| N, cr
Catidnico cloreto de cetilpiridinio NS
AN
brometo de cetiltrimetilamonio B S\
(CTAB) i
cloreto de ©\/}N/
hexaddecilbenzildimetilamoénio Cl_\/\Mg/
o)
O +
Zwitteriénico  cocamidopropil betaina \HA/N\/\/\QM
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Uma das propriedades mais importantes dos surfactantes & a
capacidade que as moléculas possuem de se concentrarem nas interfaces dos
fluidos imisciveis com orientacbes especificas, conhecidas também por
substancias de adsorgdo, que alteram as condicbes prevalecentes nas
interfaces (Figura 2). Essas substancias de adsorgdo tém capacidade de
reduzir a tensdo superficial e interfacial, aumentando a solubilidade e
mobilidade dos compostos hidrofébicos ou compostos organicos insoluveis
(Ron & Rosenberg, 2001; Singh et al., 2007).

@ Moléculade agua. * Forgas de atragéo. \AAAN Molécula de surfactante. Superficie hidrofobica.

Figura 2. Comportamento do surfactante na interface ar-agua.
Fonte: Felipe & Dias, 2017.

Outra propriedade fundamental dos surfactantes é sua capacidade em
formar agregados orientados em meio aquoso, também conhecidos como
micelas. Quando uma solucdo esta com baixa concentragao de tensoativo, as
moléculas de surfactante permanecem na forma de monbémeros. Se a
concentragdao do tensoativo aumentar, os monémeros comegam a saturar a
interface, aumentando assim a interacao desfavoravel entre a fracdo apolar e
as moléculas de agua até o ponto em que os monémeros se reorganizam e se
agregam formando as micelas globulares (Figura 3). A fragdo apolar esta
orientada para o centro da estrutura e a fragdo polar para o solvente (agua)
(Mulligan, 2005).

15
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Figura 3. Organizacdo das moléculas de tensoativos.

O tamanho da micela varia de acordo com a natureza da parte apolar do
tensoativo. A concentragdo de tensoativos, na qual a termodindmica do
sistema tensoativo-solvente favorece a formagao de micelas, € chamada de
Concentragado Micelar Critica (CMC), definida como a concentragdo minima
necessaria para iniciar o processo de formagao de micelas (Lin, 1996; Christofi
& lvshina, 2002; Mulligan, 2005). A partir do inicio da formagao das micelas, a
tensdo superficial se mantém constante ou apresenta mudangas muito
pequenas (Figura 4). Um dos indices mais utilizados para avaliar a eficiéncia
de um surfactante é a determinacdo da CMC, que varia na solugao aquosa em
funcdo da estrutura do tensoativo, temperatura da solucdo, pH, presenca de

eletrélitos e compostos organicos (Mulligan & Gibbs, 1993; Mulligan, 2005).

MONOMEROS DO
BIOSSURFACTANTE ; .\;(? ‘.T;’?
o)) ® &) e

TENSAO SUPERFICIAL

CMC concentragio de Biossurfactante

Figura 4. Relacao entre tensao superficial, concentracédo de biossurfactante e

formacao de micelas. Fonte: Santos et al., 2016.
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Surfactantes eficientes apresentam baixos valores de CMC, ou seja,
reduzem a energia livre do sistema através da substituicdo da maior parte das
moléculas de alta energia na interface, diminuindo assim, a tensao superficial e
interfacial dos liquidos. Sendo assim, um surfactante considerado eficiente é
aquele capaz de reduzir a tenséo superficial da agua de 72 para 35 mN/m e a
tensao interfacial entre agua e n-hexadecano de 40 para 1mN/m (Mulligan,
2004; Piréllo, 2006). Alguns surfactantes apresentam também propriedades
emulsificantes, auxiliando na dispersdo de um liquido em outro, como 6leo e
agua. Esta propriedade esta relacionada com o tamanho da cadeia hidrofébica
e a porcao hidrofilica, sendo assim, nem todos os surfactantes apresentam
capacidade emulsionante (Christofi & lvshina, 2002; Lindner, 2005; Daltin,
2011). Essas caracteristicas, capacidade de redugédo da tensdo superficial e
capacidade de emulsionar liquidos, tornam os surfactantes compostos
quimicos amplamente comercializados e de extrema importancia nos mais
diversos processos.

Os surfactantes apresentam diversas aplicagdes industriais tais como
detergéncia, emulsificacdo, lubrificagdo, capacidade espumante, molhabilidade,
solubilizacéo e dispersao de fases, protegao anticorrosiva, entre outras (Tabela
2).

Um dos maiores mercados para os surfactantes ainda é a industria
petrolifera, onde sdo amplamente utilizados para recuperacdo terciaria do
petréleo (MEOR - Microbial Enhanced Oil Recovery), para a remogao e
mobilizacdo de residuos de d6leo e biorremediacdo. Entretanto, por ndo serem
biodegradaveis, os surfactantes podem ser téxicos para os ecossistemas
(Banat, 1995; Ron & Rosenberg, 2002; Singh et al., 2007; Bueno, 2010).

17



Tabela 2. Aplicagbes industriais dos surfactantes. Adaptado de Singh et al.,

2007.

Area Aplicacio

Funcgao

Petrdleo Recuperagao
melhorada do

petroleo

Desemulsificante

Ambiental Biorremediacao

Alimenticia Emulsificagéo e

Desemulsificagéao

Ingrediente funcional

Biologia Microbioldgica

Agricola Biocontrole

Melhoramento da drenagem do 6leo dentro do
poco; molhabilidade de superficies sdlidas;
reducdo da viscosidade do o6leo e da tenséao

interfacial.

Desemulsificacdo de emulsdes de dleo; reducdo

da viscosidade; agente umectante.

Emulsificacdo de hidrocarbonetos; redugdo da

tensao interfacial; complexacao de metais.

Emulsificante;  solubilizante;  desemulsificante;

agente lubrificante.
Interagdo com lipideos, proteinas e carboidratos.

Comportamento fisiolégico como mobilidade
celular, comunicacao celular, competicdo célula-

célula, disponibilidade de nutrientes.

Facilitacdo de mecanismos de biocontrole de
microrganismos tais como parasitismo, antibiose,

competicao e hipoviruléncia.

Um dos surfactantes sintéticos mais expressivamente vendido e

tradicionalmente utilizado nos ultimos anos é o sulfonato de alquilbenzeno

(LAS), um tensoativo anidnico constituido de uma mistura de homodlogos e

isdbmeros de posicdo de cadeias alquiladas lineares variando de C10 a C16

com predominancia de C10 a C13. O LAS esta presente na composi¢cao de

varios detergentes, sabdes e outros produtos de limpeza, além de ser usado

em processos de remediacdo de areas contaminadas por petroleo e derivados.

O LAS €& um produto regulamentado como biodegradavel, mas sabe-se que

este composto no meio aquatico é responsavel pela diminuicdo de oxigénio

dissolvido e permeabilidade da luz, além de aumentar as concentragdes de
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compostos xenobioticos potencialmente toxicos, que interferem nos processos
bioldégicos, como o ciclo do nitrogénio, acarretando na morte de animais em
grande numero (Da Ros et al.,, 1995; Haigh, 1996; Brandt et al., 2001;
Penteado, et al., 2006).

Nas ultimas décadas, em funcdo dos grandes acidentes petroliferos, os
surfactantes serviram como importantes ferramentas no processo de
remediacdo. No Kwait em 1991, houve um derramamento de aproximadamente
5 milhdes de barris de petréleo no Golfo Pérsico. Mais recentemente, em 2010,
uma explosdo na plataforma Deepwater Horizon — British Petroleum, nos
Estados Unidos, foi responsavel por um acidente em que vazaram
aproximadamente 4,9 milhdes de barris de petroleo no Golfo do México. Nestas
catastrofes ambientais, o surfactante mais utilizado foi o Corexit, que contribuiu
no processo de remediacao das areas contaminadas, removendo o petréleo de
forma eficiente. O Corexit € composto por uma mistura de 1,2-propanodiol, 2-
butoxietanol, sais de acidos sulfénicos alifaticos. Embora apresente eficiéncia
na remediacdo de aguas contaminadas com petréleo, esse produto tem sido
relatado como téxico e o efeito ecologico da mistura do dispersante com 6leo é
desconhecida, assim como a toxicidade dos produtos de degradagao do
dispersante. Com isso, a eficacia do Corexit € questionavel, especialmente em
termos de implicagbes ambientais quando a biodiversidade e a abundéncia sao
alteradas de maneira ndo favoravel (Kleindienst et al., 2015).

Sabendo que a maioria dos surfactantes utilizados comercialmente sao
sintetizados a partir de derivados de petroleo e que ndo sao biodegradaveis,
nos ultimos anos tem aumentado o interesse por surfactantes produzidos a
partir de recursos renovaveis, com baixa ou nenhuma toxicidade e
biodegradaveis. Na busca por processos mais verdes e ambientalmente
adequados, os biossurfactantes se apresentam como uma opg¢ao bastante

promissora e em destaque (Zhang et al., 1999; Makkar & Cameotra, 2002).
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1.2. Biossurfactantes

Biossurfactantes s&o compostos que apresentam propriedades
surfactantes/emulsificantes, com acéo intra ou extracelular, sdo sintetizados
por uma grande variedade de organismos vivos, desde plantas (saponinas) e
microrganismos (glicolipidios), até estruturas animais mais complexas como o
corpo humano (sais biliares e surfactante pulmonar) (Bento et al., 2008).

Os biossurfactantes apresentam as mesmas caracteristicas dos
surfactantes quimicos, ou seja, capacidade de reduzir a tensdo superficial e
interfacial nas solugbes aquosas. Além disso, tipicamente apresentam baixos
valores de CMC e capacidade de formar e estabilizar emulsées de 6leos em
agua, o que propicia 0 aumento da area superficial de substratos hidrofébicos,
permitindo o crescimento de microrganismos em substratos imisciveis de
maneira mais eficiente (Rosenberg & Ron, 1999; Maier, 2003).

Os biossurfactantes podem ser obtidos por procedimentos relativamente
simples como, por exemplo, processos fermentativos contendo agucares,
oleos, alcanos, residuos industriais e agricolas e podem apresentar diferentes
estruturas quimicas e propriedades surfactantes, fazendo com que tenham
diferentes fungdes naturais com diferentes aplicagées (Haba et al., 2000).

A CMC é o estado de menor energia entre a agua e as moléculas de
biossurfactantes e, assim como para medir surfactantes sintéticos, é utilizada
para medir a eficiéncia de um biossurfactante, sendo os valores variaveis entre
1-2000 mg/L (Desai & Banat, 1997; Nitschke & Pastore, 2002; Van Hamme &
Urban, 2009). A surfactina, por exemplo, € um dos biossurfactantes mais
eficientes ja descritos, e tem capacidade de reduzir a tensdo superficial da
agua de 72 mN/m para 27 mN/m, que & proximo do valor minimo detectavel,
em uma concentracdo muito baixa (Christofi & lvshina, 2002). Na Tabela 3, séo
apresentadas as propriedades superficiais, interfaciais e a CMC de alguns
biossurfactantes e de surfactantes quimicamente sintetizados, mostrando que a
CMC dos surfactantes sintéticos € mais elevada quando comparada as dos
biossurfactantes.

20



Tabela 3. Comparagao entre as propriedades superficiais, interfaciais e a CMC
de alguns biossurfactantes e de surfactantes sintéticos. Adaptado de Christofi
& lvshina, 2002.

Tenséao Tenséo CMC
Surfactante superficial interfacial (mg/L)
(mN/m) (mN/m)
Complexo de glicolipideo de 26,8 0,9 54
Rhodococcus ruber
Trealose dicorinomicolato de 36,0 17,4 4
Rhodococcus erythropolis
Trealose tetraester de 26,0 <1,0 15

Rhodococcus erythropolis
Ramnolipideos de 29,0 0,25 50-200

Pseudomonas aeruginosa

Soforolipideos de Torulupsis bombicola 33,0 1,8 82
Surfactina de Bacillus subtilis 27,0 1,0 23
Dodecil Sulfato de Sédio (SDS) 37,0 0,02 2120
Bromato de Cetiltrimetilamonio (CTAB) 30,0 5,0 1300
Tween 20 30,0 4,8 600
Sulfonato de Alquilbenzeno 47,0 <1,0 590

Assim como os surfactantes quimicos, a estrutura dos biossurfactantes
possui uma porgcao hidrofilica e outra por¢ao hidrofébica. A maioria dos
biossurfactantes tem carater anidnico ou neutro, enquanto alguns, que contém
grupos amonio, sdo catidnicos. A porgao hidrofilica geralmente é composta por
um peptideo ou um mono, di ou polissacarideo. A por¢ao hidrofébica
geralmente é composta por cadeias de hidrocarbonetos saturados ou
insaturados usualmente derivada de acidos graxos, compreendendo uma
cadeia de aproximadamente 8-18 atomos de carbono (Bognolo, 1999; Mulligan
et al., 2001, Felipe & Dias, 2017).
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1.2.1. Classes de Biossurfactantes

Enquanto os surfactantes sintéticos sdo geralmente classificados de
acordo com a natureza do seu grupo polar (ndo-iénico, anidnico, catidnico ou
zwiteribnico), os biossurfactantes s&o classificados conforme a sua estrutura
e/ou composicdo quimica, como por exemplo, glicolipideos, lipopeptideos,
fosfolipideos, poliméricos, dentre outros. Os biossurfactantes também podem
ser agrupados como moléculas de baixo ou alto peso molecular.
Biossurfactantes de baixo peso molecular incluem os dlicolipideos,
lipopeptideos ou lipoproteinas e fosfolipideos ou &acidos graxos.
Biossurfactantes de alto peso molecular incluem os poliméricos e particulados
que ndo possuem, necessariamente, uma por¢ao hidrofilica e outra hidrofdbica
na mesma molécula, mas podem possuir polissacarideos, proteinas,
lipopolissacarideos, lipoproteinas ou complexos de misturas desses
biopolimeros (Desai & Banat, 1997; Ron & Rosenberg, 2001; Chen et al,,
2015). O tipo de biossurfactante produzido por microrganismos € muito

especifico, podendo variar de espécie para espécie.

1.2.1.1. Glicolipideos

Os glicolipideos sado constituidos por carboidratos associados por via
glicosidica a uma longa cadeia de acidos graxos (Desai & Banat, 1997), sendo
o grupo de biossurfactante mais conhecido. O carboidrato envolvido pode ser
glicose, manose, galactose, acido galacturénico ou ramnose (Holmberg, 2001).
Estas moléculas se encontram envolvidas na captagao de hidrocarbonetos de
baixo peso molecular por microrganismos. Dentre os glicolipideos mais
encontrados estdo os ramnolipideos, trealolipideos e soforolipideos (Chen et
al., 2015).

Os ramnolipideos sao formados por uma ou duas moléculas de ramnose
ligadas a um ou dois acidos graxos de cadeia alquilica saturada ou insaturada
entre C8 e C12 (Figura 5). A ramnose € uma deoxihexose extensamente
encontrada em bactéria e plantas, mas ndo em humanos. A L-ramnose é mais
encontrada do que seu isémero D-ramnose (Rendell et al., 1990; Abdel-
Mawgoud et al., 2010).
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Figura 5. Estrutura quimica dos ramnolipideos formados por uma (a) ou duas

(b) moléculas de ramnose.

Os ramnolipideos (RL) sao produzidos principalmente por Pseudomonas
aeruginosa os quais tém sido bastante estudados e sao relatados como uma
mistura de espécies homodlogas (Lang & Wagner, 1987). Os homdlogos de
ramnolipideos sao produzidos por diferentes linhagens de P. aeruginosa e
podem reduzir a tensao superficial da agua de 72 para 30 mN/m em uma CMC
entre 5-200 mg/L (Desai & Banat, 1997; Maier & Soberon-Chavez, 2000;
Abalos et al., 2001; Sanchez et al., 2007). Varias outras espécies também s&o
capazes de produzir ramnolipideos, como por exemplo espécies de
Burkholderia spp., Renibacterium salmoninarum, Tetragenococcus koreensis,
Myxococcus spp., Acinetobacter calcoaceticus, Pantoea spp. (Abdel-Mawgoud
et al., 2010).

Os trealolipideos s&o associados, na maioria das vezes, a célula e séo
compostos que possuem uma trealose ligada a dois ou mais acidos graxos. A
trealose € um dissacarideo nao redutor em que duas unidades de glicose séo
unidas via ligagado 1,1-a,a-glicosidica (Figura 6). Microrganismos produtores de
trealolipideos estdo distribuidos em uma ampla variedade de géneros,
incluindo  Rhodococcus,  Mpycobacterium,  Corynebacterium,  Nocardia,
Arthrobacter e Gordonia (Franzetti et al., 2010).
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Figura 6. Diferentes estruturas quimicas de trealolipideos.

Os soforolipideos sdo compostos que possuem uma soforose ligada a
uma longa cadeia de acido graxo hidroxilado (Figura 7). Soforose € um
dissacarideo em que duas unidades de glicose sao unidas via ligagao 1,2-B-
glicosidica. Variagdes no comprimento da cadeia do acido graxo podem ser
encontradas, bem como misturas de moléculas sem e com um ou dois grupos
acetilados. Além disso, soforolipideos podem ser encontrados na forma ciclica,
devido a lactonizagao entre a hidroxila da posi¢cédo 4 do carboidrato com o acido
carboxilico do acido graxo. Este tipo de glicolipideo € produzido principalmente
por leveduras como Torulopsis bombicola, T. petrophilum e T. apicola (Kosaric,
1996; Desai & Banat, 1997; Van Bogaert et al., 2011).

(a) (b)
Figura 7. Exemplos de soforolipideos: (a) forma aciclica diacetilada. (b) forma

lactonica ndo acetilada.
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1.2.1.2. Lipopeptideos

Os lipopeptideos sao constituidos por peptideos ciclicos resultantes da
condensacgao entre um acido graxo e um oligopeptideo, que contém uma unica
cadeia de acido graxo. Os lipopeptideos apresentam atividade antimicrobiana
como antibidticos, antivirais e antitumorais, imunomoduladores ou inibidores
especificos de toxinas e enzimas. As surfactinas, iturinas e as fengicinas séo
os lipopeptideos de maior destaque, os quais séo sintetizados pelo género
Bacillus spp. (Muthusamy el al., 2008; Makkar et al., 2011; Kanmani et al.,
2013).

A surfactina é o lipopeptideo ciclico mais conhecido e um dos
biossurfactantes mais potentes (Kowal et al., 1998; Bonmatin et al., 2003;
Singh & Cameotra, 2004). A surfactina possui um anel formado por sete
aminoacidos (heptapeptideo) e uma cadeia de B-hidroxi acido graxo, com
comprimento entre 11 a 17 atomos de carbono, permitindo a existéncia de

diferentes compostos homaologos e isébmeros (Figura 8).
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HO 0}
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N
NH
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\V>' HN
Surfactina A: R = j-Bu - L-Leu \E YH/

Surfactina B: R = j-Pr - L-Val L-Val

O

D-Leu OH L-Asp

Figura 8. Estruturas quimicas da surfactina A e da Surfactina B.

As surfactinas naturais sdo uma mistura de isoformas A, B, C e D com
varias propriedades, que diferem na composi¢cdo dos aminoacidos da parte
peptidica. As isoformas da surfactina podem ainda ser subdivididas em séries
homodlogas, o qual diferem pelo numero de atomos de carbono entre 11 e 17
na porc¢ao lipidica (Kowall et al., 1998). A surfactina A é a principal isoforma e
possui em sua porcdo peptidica a sequéncia de aminoacidos L-acido

glutdmico, L-leucina, D-leucina, L-valina, acido L-aspartico, D-leucina, L-leucina
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(Liu et al., 2008).

A atividade das surfactinas ¢é influenciada pela composicdo de
aminoacidos, tamanho do peptideo e da natureza da fonte lipidica. Os fatores
que influenciam a sintese das isoformas e as propor¢des produzidas depende
do microrganismo e das condigdes ambientais e nutricionais (Kowall et al.,
1998; Liu et al., 2008). As surfactinas sao compostos conhecidos por
apresentar excepcional atividade superficial com capacidade de reduzir a
tensdo superficial da agua de 72 mN/m para 27 mN/m e a tenséao interfacial do
sistema agua/n-hexadecano de 43 mN/m para valores abaixo de 1 mN/m e
uma CMC em agua de 25 mg/L. Os valores relatados para a CMC da surfactina
encontram-se em torno de 10 mg/L, 12,4 mg/L e 20 mg/L (Gudina et al., 2012;
De Oliveira et al., 2013; Huang et al., 2015; Liu et al., 2015). Esses valores de
CMC séao altamente relevantes, especialmente quando comparada a outros
biossurfactantes e a alguns surfactantes sintéticos, como dodecil sulfato de
sédio (SDS) e brometo de trimetil amoénio (BTA), cujos valores de CMC sao
muito mais elevados (2120 mg/L e 1300 mg/L, respectivamente). A surfactina
possui maior capacidade de reduzir a tensdo superficial e interfacial e
apresenta valores menores de CMC comparada a maioria dos surfactantes
sintéticos (Kim et al., 1998, Shaligram & Singhal, 2010).

Bacillus subtilis € o microrganismo citado como o de maior importancia
na producdo de surfactina, mas, outras espécies também s&o capazes de
sintetizar surfactinas, como Bacillus pumilus, Bacillus mojavensis, Bacillus
licheniformis e Bacillus amyloliquefaciens (Chen et al., 2015). A surfactina é
bastante estavel quando submetida a diversas condi¢gdes, sendo este
considerado um importante atributo, ja que processos industriais estdo
frequentemente associados a condicdes extremas de pH, temperatura, forga
idnica, pressao e presencga de solventes organicos (Cameotra & Makkar, 1998).

A iturina também é um lipo-heptapeptideo que possui uma sequéncia
peptidica diferente da surfactina (Figura 9). Esses compostos apresentam a
sequéncia de aminoacidos ligados a um acido graxo B-aminado como
componente lipofilico, com cadeias carbbénicas que variam de 13 a 17 atomos
de carbono. Consiste de duas principais isoformas, A e B, que diferem apenas
em um aminoacido na porgao peptidica. As iturinas A e B tém acgéo antibidtica

e antifungica (Vater et al., 2002; Ongena et al., 2007; Romero et al., 2007). As
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lturinas s&o produzidas por B. subtilis e outros Bacillus spp. intimamente

relacionadas, tais como B. amyloliquefaciens (Narendra Kumar et al., 2017).
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Figura 9. Estruturas quimicas da iturina A e da iturina B.

A fengicina é um lipodecapeptideo ciclico contendo um acido graxo B-
hidroxilado com uma cadeia lateral, consistindo em um numero variavel de
atomos de carbono (Figura 10) (Steller & Vater, 2000). Consiste de duas
principais isoformas, A e B, que diferem pela troca de um aminoacido na cadeia
(um residuo de aminoacido D-Ala é substituido por D-Val). A fengicina possui
forte atividade antifungica, mas é ineficaz frente a bactérias e leveduras
(Vanittanakom et al., 1986; Vater et al., 2002; Ongena et al., 2007; Romero et
al., 2007).
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Figura 10. Estruturas quimicas da fengicina A e da fengicina B.

27



1.2.1.3. Fosfolipideos ou acidos graxos

Os fosfolipideos ou acidos graxos podem ser produzidos por diferentes
bactérias e leveduras. Esses microrganismos, quando cultivados em n-alcanos
como substrato, apresentam potentes propriedades tensoativas (Muthusamy et
al., 2008; Rahman & Gakpe, 2008; Santos et al., 2016). S&o capazes de formar
microemulsdes e diminuir a tensao interfacial entre agua e hexadecano, para
valores inferiores a TmN/m (Cirigliano & Carmam, 1985). O tamanho da cadeia
de hidrocarbonetos determina o balancgo hidrofilico e lipofilico dos acidos
graxos e sao mais ativos quando a cadeia € composta por 12 a 14 atomos de
carbonos (Rosenberg & Ron, 1999). Uma variedade de microrganismos como
Acinetobacter spp., Aspergillus spp., Theobacillus theooxidants e Rhodococcus
erythropolis tém sido referidos como produtores de fosfolipideos (Desai &
Banat, 1997).

1.2.1.4. Biossurfactantes poliméricos

Dentre os biossurfactantes poliméricos um dos bioemulsificantes
poliméricos mais estudados é o emulsan (Figura 11), seguido pelo liposan,
alasan, lipomanan e outros complexos proteina-polissacarideo. O emulsan
produzido pela bactéria Acinetobacter calcoaceticus RAG -1 € um poderoso
emulsificante extracelular, mesmo em baixas concentragdes, na faixa de 0,01 a
0,1 g/L. E composto por uma cadeia de &cidos graxos ligado a um extenso
esqueleto heteropolissacaridico e apresenta elevada massa molecular
(Rosenberg & Ron, 1999). Este € um dos poucos surfactantes microbianos
produzidos em maior escala (Mulligan & Gibbs, 1993). O liposan, um
emulsificante extracelular, sintetizado por Candida lipolytica é composto por
83% de carboidrato e 17% de proteina (Gautam & Tyagi, 2005). Sao
emulsificantes extracelulares soluveis em agua, com alta afinidade na interface
Oleo-agua. Além disso, acredita-se que esse biossurfactante apresente um
importante papel na adaptagdo de microrganismos em mudangas especificas
tais como adesao e adsorcao da superficie e na utilizagao de fontes carbono e
energia (Zajic & Seffens, 1984; Kosaric, 1996).
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Figura 11. Estrutura quimica do Emulsan.

1.2.1.5. Biossurfactantes particulados

Os biossurfactantes particulados séo vesiculas e células microbianas
que apresentam elevada hidrofobicidade superficial, sendo consideradas por si
s6é como biossurfactantes, como por exemplo, bactérias degradadoras de
hidrocarbonetos como Serratia spp., Cyanobacteria spp. e Staphylococcus
aureus. Outro exemplo sdo as bactérias do género Acinetobacter envolvidas na
captacdo de alcanos para célula microbiana, apresentando assim, elevada
atividade surfactante (Nitschke & Pastore, 2002; Muthusamy et al., 2008).

1.2.2. Producao de Biossurfactantes

Alguns dos surfactantes produzidos por microrganismos séao
constitutivos, enquanto outros requerem a presenca de alcanos para induzirem
a sintese. Varios autores constataram a producdo de biossurfactantes em
outras fontes que n&o hidrocarbonetos, como foi relatado por Zhang & Miller
(1992), os quais extrairam ramnolipideos de P. aeruginosa ATCC 9027 depois
do seu crescimento em meio contendo proteose-peptona-glicose-aménio
(Bento et al., 2008). Alguns biossurfactantes secretados sdo considerados
metabdlitos secundarios por exercerem um papel essencial para a
sobrevivéncia dos microrganismos produtores, atuando no transporte de
nutrientes, propiciando interagédo com outros microrganismos ou agindo como
biocidas. As espécies capazes de produzir biossurfactante tém sido isoladas de
varios ambientes como solo, agua do mar e sedimentos marinhos, sendo esses
contaminados ou n&o (Lin, 1996; Ron & Rosenberg, 2001).

A busca por microrganismos produtores de biossurfactante com valores
baixos de CMC, baixa toxicidade e alta atividade emulsificante tem aumentado

nas ultimas décadas. Sabe-se que diversos microrganismos, como bactérias,
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leveduras e alguns fungos filamentosos, s&o capazes de produzir
biossurfactantes com diferentes estruturas moleculares e atividade superficial
(Silva et al., 2014).

Bactérias dos géneros Pseudomonas e Bacillus sdo consideradas os
melhores produtores de Dbiossurfactantes. Contudo, existem outros
microrganismos que também tem apresentado 6&timos resultados, como
Candida spp., Corynebacterium spp., Nocardia spp., Rhodococcus spp.,
Yarrowia lipolytica, Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces lactis e
Torulopsis spp. (Christofi & Ivshina, 2002; Chen et al., 2015; Santos et al.,
2016). A Tabela 4 descreve alguns tipos de biossurfactantes e seus
respectivos microrganismos produtores.

A acdo desses microrganismos vem sendo amplamente descrita em
diversos trabalhos. Por exemplo, o género Rhodococcus produz glicolipideos
contendo trealose, com maior capacidade de reduzir a tensdo superficial e
apresentar baixa CMC quando comparados aos surfactantes sintéticos (Bicca
et al., 1999). O género de Mycobacterium produz um glicolipideo que pode ser
utilizado em processos de biorremediagao do solo e o género Nocardia produz
dois tipos de biossurfactantes quando cultivadas em n-hexadecano, um tipo
com fortes propriedades emulsificantes e outro com forte habilidade de redugao
da tensédo superficial (Kim et al., 2000). Espécies de Acinetobacter produzem
biossurfactantes com capacidade bioemulsificantes, como emulsan, produzido
por Acinetobacter calcoaceticus, e o alasan, produzido por Acinetobacter
radioresistens (Lang, 2002; Ron & Rosenberg, 2002). A levedura Pseudozyma
fusiformata produz um biossurfactante termoestavel com propriedade fungicida
(Lang, 2002). Acinetobacter calcoaceticus, Bacillus subtilis, Pseudomonas
aeruginosa e Rhodococcus erythropolis sao descritos pela eficiéncia na
producado de biossurfactantes para desorcdo de poluentes do solo (Bueno,
2008). P. fluorescens produzem lipopeptideos viscosinas, que sdo empregados
como agentes de biocontrole de fungos fitopatdgenos ou fitotoxicos (Kuiper et
al., 2004).

Alguns parametros podem influenciar o tipo, a quantidade e a qualidade
dos biossurfactantes produzidos. A natureza da fonte de carbono e possiveis
limitagbes nutricionais como P, Fe, S, Mg e Mn, influenciam diretamente a

sintese de biossurfactantes, tanto por indug¢do ou repressdo. Fatores
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ambientais tais como pH, temperatura, agitagdo e disponibilidade de oxigénio
podem afetar a producdo de biossurfactantes através de seus efeitos na
atividade e no crescimento celular e ainda, a utilizacdo de substratos soluveis
ou imisciveis em agua, que depende diretamente da fisiologia do
microrganismo produtor (Desai & Banat, 1997; Fiechter, 1992; Cameotra &

Makkar, 1998; Soares, 2014).

Tabela 4. Principais classes de biossurfactantes e o0s microrganismos

produtores. Adaptado de Soares, 2014.

Tipo de biossurfactante

Microrganismo

Glicolipideos

Ramnolipideos

Soforolipideos

Trealolipideos

Pseudomonas. sp., Pseudomonas aeruginosa,
Serratia rubidea

Torulopsis bombicola, Torulopsis apicola,
Torulopsis petrophilium,

Candida lipolytica, Candida apicola
Rhodococcus erythropolis, Nocardia erythropolis,
Corynebacterium sp., Mycobacterium sp.

Lipopeptideos e lipoproteinas

Surfactina
lturina
Fengicina
Viscosina
Serrawetina
Subtilisina
Gramicidina
Polimixina

Bacillus subtilis, Bacillus pumilus

Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens
Bacillus subtilis, Bacillus sp.

Pseudomonas fluorescens

Serratia marcescens

Bacillus subtilis

Bacillus brevis

Bacillus polymyxa

Acidos graxos, lipideos neutros e fosfolipideos

Acidos graxos
Lipideos neutros
Fosfolipideos

Corynebacterium lepus
Nocardia erythropolis
Thiobacillus thiooxidans, Acinetobacter sp.

Surfactantes poliméricos

Emulsan

Biodispersan

Liposan
Carboidrato-lipideo-proteina
Manana-lipideo-proteina

Acinetobacter calcoaceticus
Acinetobacter calcoaceticus
Candida lipolytica
Pseudomonas fluorescens
Candida tropicalis

Surfactantes particulados

Vesiculas
Células

Acinetobacter calcoaceticus
Varias bactérias
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Variados tipos de substratos podem ser utilizados como fonte de
carbono para producdo de biossurfactantes como hidrocarbonetos, oleos
vegetais e carboidratos. O sucesso na producédo depende da escolha
adequada do substrato que permita tanto o crescimento celular como o
acumulo do produto de interesse. Os biossurfactantes que sao produzidos em
substratos soluveis em agua séo considerados mais promissores em termos de
custo de produgao, porém, a sintese microbiana dos biossurfactantes ocorre
especialmente durante o crescimento em substratos imisciveis em agua
(Castiglioni et al., 2009).

Diversos substratos alternativos de fontes renovaveis vém sendo
utilizados como substrato para a produgdao de biossurfactantes, tais como
residuos da industria de laticinios (soro do leite) e melago de cana, além de
residuos hidrofobicos como efluentes domésticos, 6leos vegetais, residuos de
fritura de 6leos vegetais, residuos de destilaria de 6leos e glicerina (Nitschke et
al., 2004; Reis et al., 2004; Makkar et al., 2011).

Os diferentes tipos de fontes de carbono sao relatados por influenciar
ainda a concentracdo de compostos biossurfactantes que sdo produzidos. Kim
et al. (1997), avaliaram o uso de n-hexadecano, 6leo de soja e glicose para
produzir um biossurfactante lipopeptidico usando B. subtilis C9 e observaram
que o biossurfactante lipopeptidico foi produzido apenas quando a glicose foi
utilizada como fonte de carbono. Além disso, Yeh et al. (2005), destacaram a
importancia da concentracdo da fonte de carbono na producdo de compostos
biossurfactantes. Os autores citaram que, o uso de altas concentragdes (50-60
g/L) de glicose como principal fonte de carbono para a produgao de surfactina
por B. subtilis causou a redugdo do pH do meio de crescimento, afetando
negativamente a producdo de surfactina, sendo a melhor produgdo de
biossurfactantes obtida em concentragdes de 20-30 g/L de glicose.

A eficiéncia da producdo de biossurfactantes € um dos processos de
fundamental importancia para qualquer industria dessa area. Com isso, faz-se
necessario a busca pelo aumento da produtividade através da adigdo de
componentes ao meio de cultura que induzirdo a maxima ou o6tima

produtividade.
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1.2.3. Biossurfactantes produzidos por Bacillus spp.

Bacillus sao bactérias gram-positivas, em forma de bastonete,
formadoras de endosporos, pertencentes ao filo Firmicutes. S&o bactérias
aerObias ou anaerdbias facultativas, dependendo da espécie, naturalmente
encontradas no solo e na vegetagdo, sao bactérias ndo patogénicas, nao
colonizadoras de tecidos e sao formadoras de esporos. Bactérias do género
Bacillus se desenvolvem na faixa de temperatura mesofilica de 25-37 °C e
desenvolveram um conjunto de estratégias que Ihes permitem sobreviver sob
condigbes extremas, como o estresse por falta de nutrientes (Chen et al.,
2015).

Sao capazes de produzir biossurfactantes como a surfactina, além de
produzirem outros biossurfactantes como iturina, fengicina, subtilisina e
bacilomicina. Embora com estruturas quimicas diferentes de biossurfactantes,
os comprimentos peptidicos sdo semelhantes. Esses lipopeptideos além de
apresentarem baixos valores de CMC e alto poder de redugdo da tensao
superficial, apresentam também diversas propriedades biolégicas tais como
capacidade de afetar tumores, bactérias, fungos, virus e micoplasmas
(Vollenbroich et al., 1997; Lang, 2002; Queiroga et al., 2003; Barros et al.,
2007; Ongena & Jacques, 2008).

A secrecdo de lipopeptideos, por Bacillus podem aumentar a
biodisponibilidade de hidrocarbonetos, considerados hidrofobos a célula
microbiana, responsaveis por solubilizar e emulsionar esses substratos. De
acordo com Colla & Costa, (2003), a produgao de biossurfactantes por Bacillus
spp. provavelmente ocorre devido a mecanismos de protecdo da célula ao
ataque de outros microrganismos.

A primeira espécie de Bacillus descrita na literatura como produtor de
surfactina foi B. subtilis IAM (Arima et al., 1986), e desde entdo muitas outras
linhagens de B. subfilis vem sendo amplamente empregadas em diversos
processos industriais ha varias décadas, como na produ¢do de enzimas como
proteases. As proteases, sdao empregadas na industria de fabricacdo de
detergentes e sabao em pé e para fins industriais ou laboratoriais, por serem
produzidas por um organismo nao-patogénico sao considerados totalmente
seguros para o homem e para os animais, assim como 0s insumos por eles

produzidos (Harwood, 1992; Phan et al., 2006).
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A producdo de biossurfactantes lipopeptidicos por B. subtilis e B.
amyloliquefaciens ocorre durante as fases exponencial e estacionaria do
crescimento. Os biossurfactantes emulsionam substratos e facilitam a captacao
desses substratos por poros presentes na membrana celular bacteriana
(Peypoux et al., 1999; Mulligan et al., 2014). B. cereus, B. amyloliquefaciens, B.
subtilis, B. brevis e B. licheniformis também sintetizam biossurfactantes
antimicrobianos quando cultivados em meios contendo hidrocarbonetos
(Bodour et al., 2003; Rodrigues et al., 2006).

Em testes contendo 6leo diesel como unica fonte de carbono, B.
amyloliquefaciens An6 foi considerado um potente produtor de biossurfactante
por apresentar propriedades desejaveis como baixa toxicidade, estabilidade
sob varias condicbes de calor e biodegradabilidade e sua eficacia para
aumentar a solubilidade do diesel melhor do que os surfactantes sintéticos
além da excelente capacidade de melhorar a biodegradagcdo de diesel por
microrganismos (Ayed et al., 2015).

A surfactina produzida por B. amyloliquefaciens TSBSO 3.8 isolado de
ambientes contaminados com petroleo apresentou potencial para aplicacdo em
MEOR devido a sua expressiva atividade superficial sob as condicdes fisicas,
quimicas e adversas que podem ser enfrentadas durante o processo, com
grande potencial de aplicagdo em acidentes ambientais, provocados pela
industria e distribuicdo do petroleo (Alvarez et al., 2015).

O uso de residuos industriais e agroindustriais vem sendo incentivado
como uma alternativa para a producéo de biossurfactantes por contribuir para a
reducdo da poluicdo ambiental. Fox & Bala, (2000), utilizaram meio contendo
residuos de batata, para producdo de biossurfactante por B. subtilis e
verificaram que o microrganismo apresentou alto potencial de producao de
biossurfactante através da reducdo da tenséo superficial. Reis et al., (2004),
investigaram a producdo de biossurfactante por B. subtilis ATCC 6633
utilizando uma ampla variedade de fontes de carbono renovavel como agucar
comercial, caldo de cana-de-agucar, melago de cana, suco de cana-de-agucar,
alcool, glicerol, manitol e 6leo de soja. Os resultados mostraram baixas tensdes
superficiais e maiores indices de emulsificagao, indicando a viabilidade de
produzir biossurfactantes a partir de uma fonte de carbono renovavel e de

baixo custo.
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Nitschke & Pastore (2003) testaram preparagdes de agua residual da
farinha de mandioca (manipueira) como meio de cultura para a produgéao de
biossurfactante por isolados de Bacillus spp. A producéo de biossurfactante foi
observada em todas as preparagées. Em um estudo subsequente (Nitschke et
al., 2004), foram utilizados dois isolados de B. subtilis para a produgéo de
biossurfactante em efluente de mandioca como substrato. Tanto B. subtilis
ATCC 21332 e B. subtilis LB5a, exibiram boa atividade superficial e produziram
rendimentos semelhantes aos de surfactina.

Ayed et al, (2014) demonstraram que B. mojavensis A21 foi
considerado um potente produtor de biossurfactante, devido a sua alta
capacidade de emulsao e sua alta tolerancia a valores de pH e salinidade acida
e alcalina. Comparado com SDS e Tween 80 apresentou propriedades fisico-
quimicas elevadas em termos de atividades de superficie e alto indice de
emulsdo. Mclnerney em 1990, também ja havia descrito que a liquenisina
produzida por B. licheniformis nao foi afetada pela temperatura (até 50 °C), pH
(4,5 - 9,0) e por concentragdes de NaCl e Ca até 50 e 25 g/L, respectivamente.

Em trabalhos utilizando B. licheniformis BAS50, foi possivel observar a
producao de biossurfactantes que reduzem a tenséo superficial da agua para
valores proximos a 29 mN/m, apresentando ainda estabilidade nas salinidades
acima de 40 % (Yakimov et al., 1995). B. licheniformis JF-2 também produziu
biossurfactantes que reduziram a tensdo superficial da agua para valores
abaixo de 27 mN/m (Javaheri et al., 1985).

A biossintese de alguns lipopeptideos, como as iturinas, parece ser
limitada a B. subtilis, B. amyloliquefaciens e B. pumilus, enquanto que a
producdo de surfactina e fengicina € mais difundida entre espécies multiplas,
incluindo B. coagulans, B. pumilus, B. licheniformis, B. cereus, B. thuringiensis,
B. mojavensis, B. megaterium, B. polyfermenticus e Brevibacillus brevis
(Kalinovskaya et al., 2002; Kim et al., 2004; Huszcza & Burczyk, 2006; Haddad
et al., 2008; Li et al., 2008; Kim et al., 2009; Pueyo et al., 2009; Snook et al.,
2009; Raaijmakers et al., 2010, Narendra Kumar et al., 2017).

1.2.4. Biossintese de Surfactinas em Bacillus spp.
Os peptideos sao compostos que contém de dois a dezenas de residuos

de aminoacidos unidos por ligagbes peptidicas. Os peptideos podem ser
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sintetizados via ribossomal ou nao-ribossomal. Peptideos sintetizados pela via
ribossomal sdo produzidos por todas as espécies como componente principal
do sistema de defesa. Na sintese ribossémica de peptideos, a formacédo das
ligacdes peptidicas é direcionada pelos ribossomos e o mRNA funciona como
molde determinando a sequéncia de aminoacidos do composto sintetizado. Os
peptideos sintetizados pela via ndo-ribossomal sdo amplamente produzidos por
bactérias. A sintese nao-ribossdmica utiliza uma grande variedade de
substratos, como aminoacidos nao-protéicos, hidroxiacidos e substancias
policetidicas. A rota enzimatica para a sintese desses peptideos se desenrola
através de um complexo enzimatico modular chamado de peptideo sintase
nao-ribossomal (Shakeri Fard, 2010).

Os lipopeptideos obtidos a partir de B. subtilis sdo sintetizados via
catalise pela enzima peptideo sintase n&o-ribossomal (Bruner et al., 2002).
Essas proteinas modulares sdo megaproteinas organizadas em unidades
funcionais interativas, chamadas de modulos, que catalisam diferentes reag¢des
levando aos polipeptideos ou transformag¢des em peptideos (Figura 12). Cada
modulo é subdividido em varios dominios cataliticos responsaveis por cada
reagcao bioquimica. Um modulo geralmente é formado por cerca de 1000
residuos de aminoacidos e é responsavel por um ciclo reacional envolvendo
reconhecimento do substrato e ativagdo como adenilato (dominio A), formagéao
do intermediario tioéster (dominio PCP - proteina carreadora de peptideo) e
formacgao da ligagao peptidica (dominio C - condensagéo). Trés grandes blocos
codificadores para as surfactinas sintases sao chamados de srfA-A, srfA-B e
sfrA-C. Eles apresentam um arranjo linear de 7 modulos, sendo 3 modulos
presentes em srfA-A e srfA-B e um ultimo mdédulo em sfrA-C. A cadeia de acido
graxo € adicionada ao aminoacido ativado no primeiro bloco. A enzima
tioesterase (TE), ligada ao dominio PCP na ultima ativacao, é responsavel pela
liberagdo do produto sintetizado da enzima. Segundo Bruner et al (2002)
inicialmente um éster seria formado entre um residuo de serina da TE e o
lipopeptideo. Por fim, a ciclizagdo ocorre via uma transesterificacdo da
hidroxila, presente na cadeia do acido graxo, com o grupo acila, resultando na
formacdo do macrociclo surfactina. Além da participacdo de um residuo de
serina, residuos de acido aspartico e histidina catalisariam a reacdo de

ciclizagéo (Figura 13).
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Figura 13. Reacéo de transesterificacdo enzimatica.

Uma grande variedade de produtos naturais, com diversas aplicagcdes
terapéuticas, sao sintetizados por enzimas multimodulares que atuam em um
sistema de linha de montagem. Por exemplo, antibidticos policetideos,
farmacos para diminui¢do do colesterol, antibidticos peptidicos ndo-ribossomais
da classe B-lactdmicos, vancomicina e bacitracina sao sintetizados por essas
enzimas (Shakeri Fard, 2010).

1.2.5. Deteccao e Identificacao de Biossurfactantes

Técnicas e metodologias eficientes para a detecgéo e identificagdo da
producdo de biossurfactantes sdo de extrema importancia, permitindo a
otimizagdo de processo e ainda a selegdo de microrganismos com maior
potencial (Walter et al., 2010). Os métodos utilizados para o rastreio da
presenca de biossurfactantes nas amostras sdo baseados em algumas
alteracdes fisicas facilmente detectaveis. As propriedades fisico-quimicas dos
compostos biossurfactantes sao importantes para sua funcionalidade e
também facilitam a identificacdo de sua presenca em meio de cultura. Diversos
métodos qualitativos e quantitativos podem ser utilizados para selecionar
microrganismos produtores de biossurfactantes.

Os métodos de triagem comumente empregados para avaliagédo da
producao de biossurfactante sdo baseados em sua atividade interfacial ou de
superficie que contribuem para a baixa CMC destes compostos (Walter et al.,
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2010). Além disso, as atividades de emulsificagdo e formagao de espuma dos
compostos biossurfactantes também sao determinadas.

Alguns métodos qualitativos s&o considerados suficientes para a
deteccgédo inicial de microrganismos produtores de biossurfactantes e dentre
esses meétodos o mais conhecido € a técnica do colapso da gota. O método
baseia-se na desestabilizacdo de goticulas liquidas por surfactantes, descritos
como compostos de superficie ativa (Jain et al., 1991; Walter et al., 2010). A
presencga de biossurfactantes faz com que as goticulas liquidas se espalhem
ou colapsem sobre uma superficie hidrofébica devido a tensao interfacial entre
a gota liquida e a superficie hidrofébica (Figura 14) (Hsieh et al., 2004; Walter
et al., 2010). A concentragao de surfactante determina a estabilidade da gota, o
que implica que este método também poderia ser usado para a quantificagao
indireta de biomoléculas biossurfactantes puras determinando o tamanho da
gota (Bodour & Miller-Maier,1998; Bodour et al., 2003).

Figura 14. Método de colapso da gota: (a) gota ndo colapsada (auséncia de

biossurfactante), (b) gota colapsada (presenca de biossurfactante).

A técnica de espalhamento do 6leo é outro método que pode ser usado
para rastrear a producdo de biossurfactante. Foi descrito por Morikawa et al.
(2000), durante um estudo da relagdo entre estrutura e fungdo das
biomoléculas de biossurfactante, artrofactina e surfactina. Nesse método, se
houver a presenca de um biossurfactante na cultura, o 6leo é deslocado e uma
zona limpida é observada (Figura 15). O didmetro desta zona limpida na
superficie do 6leo geralmente se correlaciona positivamente com a atividade do
surfactante, também conhecida como a atividade de deslocamento de odleo.
Semelhante ao método de colapso da gota, é facil de executar, rapido, nenhum
equipamento especializado € necessario e apenas um pequeno volume de

amostra é utilizado. Diversos grupos de pesquisa indicaram que a técnica de
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espalhamento de d6leo € um meio confiavel de detectar a producdo de
biossurfactante por varios microrganismos (Hsieh et al. 2004; Youssef et al.
2004; Plaza et al., 2006; Thavasi et al., 2011; Zhang et al., 2012; Belgacem et
al., 2015).

Figura 15. Teste de espalhamento do dleo: (a) amostra sem biossurfactante na

cultura, (b) amostra com biossurfactante na cultura.

Testes para avaliar a capacidade dos biossurfactantes em formar
emulsdes também foram desenvolvidos e sdo expressos através do indice de
Emulsicacdo (E24). A emulsificacdo € uma propriedade funcional dos
biossurfactantes, que se refere a dispersdao de uma fase liquida em outra,
causando a mistura de dois liquidos imisciveis (Inés & Dhouha, 2015). A
medicdo da atividade de emulsificacdo € um dos métodos indiretos utilizados
para o rastreamento da possivel produgcdo de biossurfactante por
microrganismos. Este método foi descrito pela primeira vez por Panchal & Zajic
(1978), e requer a mistura de um mesmo volume de um composto a base de
hidrocarbonetos (querosene é o 6leo comumente usado) com a amostra e
subsequentemente deixar a mistura a temperatura ambiente por 24 horas
(Figura 16).

Figura 16. Medida do indice de Emulsificac&o: (a) amostra negativa para a

formacgao de emulséo, (b) amostra positiva para a formagao de emulsao.
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O E24 pode ser calculado dividindo-se a altura da emulsao apos 24 horas
pela altura da emulsdo no tempo zero conforme equagdo 1. (Cooper &
Goldenberg, 1987; Bento et al., 2005).

Equacéo 1 It d dad Is3
quag Epe = altura da camada da emulsdo X 100

altura total do liquido

A atividade de emulsificagcdo € uma caracteristica importante dos
biossurfactantes e ¢é explorada por varias industrias, especialmente na
producdo de emulsdes de agua/dleo para os cosméticos, alimentos e
particularmente as industrias farmacéuticas. Certos metabdlitos, tais como
bioemulsionantes (por exemplo, emulsan e liposan) sdo secretados por varias
linhagens de Acinetobacter calcoaticus e Candida lypolitica e apresentam uma
atividade de emulsificagao mais alta quando comparados com biossurfactantes
de baixo peso molecular sintetizados a partir de compostos a base de
hidrocarbonetos (Satpute et al, 2010; Uzoigwe et al., 2015). Os
biossurfactantes poliméricos, incluindo emulsan e liposan, tém uma massa
molecular elevado e apresentam propriedades emulsionantes excepcionais
(Desai & Banat, 1997). Emulsan é capaz de formar emulsbes estaveis em
concentragdes muito baixas, e é considerado como o melhor estabilizador de
emulsdo. Entretanto, biossurfactantes com massas moleculares mais baixos
(lipopeptideos e biossurfactantes a base de glicolipideos) também sao
conhecidos por formarem emulsdes estaveis (Kim et al. 1997; Benincasa et al.
2004).

Outra forma de avaliar a producdo de biossurfactante é através da
medida da tensao superficial, considerada um método quantitativo confiavel,
preciso e muito apropriado para a selecao de microrganismos produtores de
biossurfactantes (Lin, 1996; Tardos, 2005; Walter et al., 2008). A medicao
direta da tensdo superficial em um sobrenadante é geralmente realizada
usando um tensiémetro, através da medida de energia livre da superficie por
unidade de area, necessaria para trazer uma molécula do interior do liquido
para a superficie (Bodour et al., 2003; Youssef et al., 2004; Salihu et al., 2009).
A tensdo superficial da agua é de 72 mN/m e quando um surfactante é

adicionado a agua, esse valor € reduzido, ou seja, uma menor energia &
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necessaria para trazer uma molécula até a superficie e a tensao superficial &
reduzida (Satpute et al., 2010). Um composto biossurfactante eficaz € aquele
com capacidade de reduzir a tenséo superficial da agua para aproximadamente
35 mN/m (Abdel-Mawgoud et al. 2010; Soberon-Chavez & Maier, 2011). Para a
surfactina, descrita como um dos surfactantes mais eficazes, sdo observadas
medidas reduzidas de valores de tensao superficial da agua de 72 para 27
mN/m (Cooper & Goldenberg; 1987, Banat, 1993). Para o biossurfactante
ramnolipideo, produzido principalmente por P. aeruginosa, foi descrita a
reducao da tensédo superficial da agua para valores aproximados de 30 mN/m e
a tensao interfacial da agua/éleo de 43 mN/m para aproximadamente 1 mN/m
(Dusane et al., 2010).

Recentemente, um significativo avango em técnicas de caracterizagao e
identificacdo estrutural de compostos organicos vem sendo descritas. Dentre
os diversos métodos analiticos existentes os mais utilizados para caracterizar
estruturalmente os biosurfactantes sdo aqueles que empregam a
espectrometria de massa (EM) como método de detecgdo. Tipicamente a
analise por espectrometria de massas esta acoplada a um método
cromatografico de separagdo, sendo que a Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) é a mais utilizada (Mulligan et al., 2014). As analises via
CLAE-EM permitem a elucidag&o estrutural de varios biosurfactantes em um
tempo relativamente curto e utilizando pequena quantidade de amostra
(Peypoux et al., 1999; Lin, 1996).

Dentre os diversos métodos de ionizacdo em espectrometria de massa,
o MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption/lonization - Time of Flight) e o
ESI (Electro-Spray lonization) s&o os mais utilizados para a caracterizagao
estrutural de biosurfactantes (Smyth et al., 2010), devido as suas
caracteristicas de ionizacdo branda de moléculas com altas massas
moleculares sem alteracdo de suas estruturas. Essas técnicas brandas de
ionizagao, ao contrario de técnicas convencionais como o impacto de elétrons
(El), que fragmenta a amostra durante a ionizagcdo, permite a ionizagcédo e
deteccado de moléculas mais frageis, sem que haja decomposi¢ao das mesmas,
sendo por isso indicadas para biomoléculas.

Recentemente, Sharma et al. (2015), utilizaram com sucesso o CLAE e

MALDI-TOF para a caracterizacdo de um composto biossurfactante a base de
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lipopeptideo antimicrobiano produzido por Bacillus pumilus. A cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massa em tandem com ionizagdo por
eletrospray (LC-ESI-MS/MS) é um método altamente sensivel que foi utilizado
com sucesso para distinguir entre diferentes homologos de fengicina
produzidos por diferentes linhagens de Bacillus subtilis (Wang et al., 2004; Hu
et al., 2007). Além disso, o método permite a elucidacdo da sequéncia de
aminoacidos da porgao peptidica de fengicinas naturais e hidrolisadas (Deleu
et al., 2008).

Experimentos utilizando o modo EM/EM (fragmentagdo do ion
molecular) podem ser amplamente explorados na diferenciagdo de produtos
naturais, ja que os fragmentos gerados sao caracteristicas definitivas de uma
molécula. Desta forma, experimentos utilizando o modo ion/fragmentos
(EM/EM) sdo mais discriminatorias do que apenas utilizar a massa do ion
molecular. Atualmente, a pesquisa de produtos naturais incorpora a analise de
CLAE-EM e CLAE-EM/EM, sendo que os dados desses experimentos podem
ser simultaneamente adquiridos na maioria dos espectrometros de massas.
Assim, a metodologia de molecular networking (mapa quimico) pode auxiliar na
otimizagao do atual processo de busca de produtos naturais. Desta forma, a
integracao das técnicas de EM com a geragdo de um mapa quimico (rede de
ligacdo de padrdes de fragmentagdo) tem se mostrado uma abordagem
inovadora e efetiva para determinacdo das estruturas de produtos naturais
(Yang et al., 2013).

A metodologia de molecular networking permite visualizar moléculas
estruturalmente semelhantes, onde as semelhangas entre os padrdes de
fragmentacdo (experimentos de EM/EM) sédo avaliadas via relagdo vetorial e
exibidos como uma rede de relagdes massa/carga (m/z) dos ions fragmentos.
O molecular networking é construido em trés passos basicos: (i) os espectros
de EM/EM sé&o recolhidos; (ii) um mapa quimico € gerado utilizando um "valor
de cosseno", que determina parentesco entre espectros de EM/EM e pode ser
visualizado utilizando o software Cytoscape27, uma ferramenta usada para
visualizar correlagées de um grande numero de dados; (iii) finalmente, o mapa
quimico pode ser analisado, como uma representagao visual de “parentesco
molecular” (semelhangca quimica) de qualquer conjunto de compostos

(Watrous, et al. 2012; Yang et al., 2013)
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Metabdlitos estruturalmente semelhantes apresentam padrbes de
fragmentacdo semelhantes, sendo assim, familias moleculares tendem a se
agrupar dentro de um mesmo grupo no mapa quimico. Esses modelos
permitem a exploragdo visual simultdnea de moléculas idénticas, analogos,
e/ou familias de moléculas, dentro de um conjunto de dados unico ou multiplo e

de composto por diversas fontes bioldgicas.

1.2.6. Aplicagoes dos biossurfactantes

Os biossurfactantes sdo uma classe de compostos que possuem ampla
diversidade quimica, mas com propriedades para aplicagdes especificas. As
variadas propriedades funcionais dos biossurfactantes incluem emulsificacao,
desemulsificagdo, separagao de fases, molhamento, formacédo de espumas,
solubilizacdo e reducdo de viscosidades de O6leos pesados. A aplicacao
comercial em larga escala dos biossurfactantes tém ganhado consideravel
atencdo mundial devido a sua baixa toxicidade, natureza biodegradavel e
diversidade de propriedades fisico-quimicas e bioldgicas (Nitschke et al., 2002;
Rodrigues et al., 2006).

Dentre as varias aplicagbes que os biossurfactantes apresentam
destaca-se a recuperagao melhorada do petréleo (MEOR), biorremediagéo,
agricultura, industrias de alimentos, téxteis, farmacos, cosméticos, higiene
pessoal, detergentes, papel e celulose, tintas e mineragédo (Banat et al., 2000).

Os principais usos dos biossurfactantes ainda estdo na area da industria
petrolifera, a qual ndo requer alto grau de pureza. Os biossurfactantes podem
ser utilizados na recuperacédo terciaria do petroleo (MEOR) através do
molhamento de superficies soélidas, auxiliando assim a redugéo da viscosidade
do o6leo e petréleo ao ponto de fluidez, reduzindo a tensao interfacial,
solubilizando o petréleo, facilitando a remoc¢ao e a mobilizacdo de residuos de
o0leo em tanques de estocagem (Kosaric, 1992; Kim et al., 2000). O MEOR é
uma técnica que consiste na adigdo de microrganismos ou produtos de seu
metabolismo, como polimeros e biossurfactantes, para a recuperagao de 6leos
de reservatérios que ja estdo esgotados. Isso permite, a redugdo da tenséo
superficial 6leo-rocha-agua de injecdo, reduzindo as forgas capilares que
impedem a movimentagdo do Oleo através dos poros da rocha. Os

biossurfactantes produzidos também auxiliam na emulsificagdo e na quebra
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dos filmes de 6leo das rochas (Banat et al., 2000; Nitschke & Pastore, 2002;
Lazar et al., 2007, Banat et al., 2010). Dentre os biossurfactantes mais
utilizados na industria petrolifera destacam-se os ramnolipideos além de outros
varios tipos de biossurfactantes que tém se mostrado eficaz na recuperacéo de
petroleo como as surfactinas e o emulsan (Sen, 2008).

Os biossurfactantes sdo ainda utilizados na remocao de residuos e
fragdes de 6leos pesados que sedimentam no fundo de tanques de estocagem.
Esses residuos sao altamente viscosos e podem se tornar depdsitos solidos
que nao sao removidos através de bombeamento convencional. A reducao da
viscosidade e a formagao de emulsdes, permite a facilitagdo do bombeamento
dos residuos e a recuperagao do 6leo cru apds quebra da emulsao (Bezerra,
2012). Testes usando biossurfactantes foram realizados para avaliar a
capacidade de limpar tanques de armazenamento de petréleo e de recuperar
os hidrocarbonetos da lama e ao final do processo, aproximadamente 91 % do
petréleo bruto foi recuperado, sendo que os sélidos restantes continham um
baixo teor de Oleo residual tornando o descarte desses residuos
ambientalmente seguro. Assim, o processo torna-se altamente desejavel, pois
€ economicamente compensador, ambientalmente saudavel e €& menos
perigoso para as pessoas envolvidas do que o processo convencional (Banat
et al.,1991).

O acumulo de materiais toxicos na agua e no solo pode ocorrer devido a
derramamentos e/ou vazamentos acidentais de oleo, residuos depositados
inadequadamente em contéineres, além de contaminagdes que provém de
aterros sanitarios mal gerenciados, estabelecimentos de servigos automotivos,
uso indiscriminado de pesticidas na agricultura e corantes usados nos
processos de tingimento de roupas. Uma alternativa aceitavel do ponto de vista
ambiental € o uso de biossurfactantes para a bioremediagdo de areas
contaminadas tanto no mar, quanto em terra (Lima, 1996, Cameotra & Makkar,
2010). A biorremediagdo € um processo de tratamento que emprega
microrganismos naturais ou adaptados de um local que s&o os principais
responsaveis pela biodegradagdo de compostos contaminantes do meio
ambiente em outros mais simples, podendo gerar como produtos finais COz,
H20 e CH4. A adigdo de biossurfactantes também tem sido sugerida no

processo de biorremediagcdo de solos e aquiferos devido a sua capacidade de
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emulsificar misturas de hidrocarbonetos do meio ambiente, minimizando os
riscos para a saude e meio ambiente (Lin, 1996; Piréllo, 2006).

Véarios estudos tém mostrado o efeito dos biossurfactantes na
biodegradagdo de contaminantes organicos em agua e solo, porém, o
tratamento de um solo contaminado é mais complexo e dificil quando
comparado ao tratamento de um efluente, principalmente quando o solo
contaminado abrange uma area extensa. No entanto, existem dois
mecanismos que podem estar envolvidos na eficacia da biodegradacdo na
presenca dos biossurfactantes. Um destes mecanismos é devido ao aumento
da solubilidade dos compostos hidrofébicos, tornando-os mais acessiveis a
célula e o outro é por interacado dos biossurfactantes com a superficie celular, o
que gera um aumento da hidrofobicidade e permite maior interagdo dessa
superficie com os substratos hidrofobicos. A estratégia a ser utilizada
dependera do tipo de poluente, das condicbes ambientais do solo e da
viabilidade de adaptagao da cultura (Kosaric, 2001; Nitschke & Pastore, 2002).

Estudo realizado por Aparna et al., (2012), mostrou o efeito dos
biossurfactantes na biodegradagdo de contaminantes organicos em solo, onde
um biossurfactante produzido por Pseudomonas sp. 2B foi responsavel pela
remocado de valores significativos (92,4 %) de petrdleo residual em areia
contaminada. Santa Anna et al, (2007), utilizaram os ramnolipideos
sintetizados por P. aeruginosa para a aplicagao no processo de remediacao de
solo contaminado com petrdleo e observaram que a agcao dos biossurfactantes
foi similar aos de surfactantes comerciais concentrados.

O emulsan, composto sintetizado por A. calcoaceticus € comercializado
para a recuperacao e tratamento de areas contaminadas por hidrocarbonetos
provenientes do petréleo, com reducgao significativa da tenséo superficial e da
viscosidade do 6leo (Rosenberg & Rosenberg, 1981, Sen, 2008).

A capacidade dos biossurfactantes em reduzir a tensédo superficial,
formar e estabilizar emulsbées na industria de alimentos, permite a esses
compostos o controle da aglomeragao de globulos de gordura, estabilidade de
sistemas aerados, melhoramento da textura e tempo de prateleira de produtos
contendo amido, modificacdo de propriedades reoldgicas de massas de trigo,
melhora da consisténcia e textura de produtos baseados em lipideos e ainda

apresentaram grande potencial de aplicagdo em preparagbes de molhos
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(Kachhol & Schlingmann, 1987). Estudos com ramnolipideos mostraram que
esse biossurfactante apresenta melhoria de estabilidade, textura, volume e
conservacgao de produtos de padaria (Van Haesendonck & Vanzeveren, 2004).

Mireles et al., (2001), descreveram o uso de surfactina como agentes
antiadesivos na industria de alimentos, sendo capazes de reduzir a formacao
de biofilmes formados por Salmonella typhimurium, Salmonella enterica,
Escherichia coli e Proteus mirabilis em placas de PVC.

No mercado de produtos farmacéuticos e de higiene pessoal os
biossurfactantes vém ocupando grande destaque devido as propriedades
fisico-quimicas e boa compatibilidade com a pele, aceitabilidade ecoldgica e
propriedades biolégicas (Banat et al, 2000). Eles sao usados como
emulsificantes, agentes espumantes, solubilizantes, agentes umidificantes e de
limpeza. Ramnolipideos ja foram patenteados e usados como produtos
antirrugas e antienvelhecimento na industria de cosméticos (Piljac & Piljac,
1999).

Os biossurfactantes se apresentam como uma alternativa apropriada ao
uso de agentes terapéuticos e medicamentos sintéticos, por possuir atividades
antivirais, antitumorais e antibacterianas que os tornam relevantes moléculas
para atuar como agentes terapéuticos no combate a doengas. Dentre as
diversas categorias de biossurfactantes, os lipopeptideos como surfactinas séo
particularmente interessantes e possuem uma expressiva atividade de
superficie devido a acdo como agentes antibidticos, antivirais, antitumorais,
imunomoduladores ou como especificas toxinas e inibidores enzimaticos
(Desai & Banat, 1997; Seydlova & Svobodova, 2008).

A surfactina possui um vasto espectro de aplicacdo farmacéutica, das
quais podemos citar a inibicdo da formacao de coagulos, formagao de canais
ibnicos em membranas (Banat et al., 2000), além de atividade antibacteriana,
atifungica, antitumoral e antiviral (Nitschke & Pastore, 2002).

O composto flocculosin produzido a partir da P. flocculosa mostrou
atividade contra diversas leveduras patogénicas associadas a micoses
humanas (Mimee et al.; 2005). J& os ramnolipideos produzidos a partir de
residuos de Oleo de soja tiveram atividade antimicrobiana contra varias
bactérias e fungos, entre eles, B. cereus, S. aureus, Micrococcus luteus, Mucor

miehei e Neurospora crassa (Nitschke et al., 2010).
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Outras aplicagbes dos biossurfactantes incluem a propriedade
emulsificante no processamento de matérias-primas, a formulacdo de
herbicidas e pesticidas, para a agricultura, no setor de mineragdo onde sao
utilizados no processo de separacdo dos minerais, na industria de tintas, por
gerar uma maior dispersao dos componentes e aumentar as propriedades da
mistura (Kosaric, 2001). H& ainda aplicagbes na industria téxtil, papel,

construgéo civil, entre outros (Nitschke & Pastore, 2002).

1.3. Comparacgao entre biossurfactantes e surfactantes sintéticos

Os biossurfactantes devido a sua diversidade, quando comparados com
os surfactantes sintéticos convencionais possuem as seguintes vantagens:
baixa toxicidade, biocompatibilidade e digestibilidade, que permitem sua
aplicacdo em cosméticos, produtos farmacéuticos e temperos alimentares,
baixa CMC possibilitando maior taxa de reducdao de tensao superficial em
menores concentragdes, alta biodegradabilidade, o que os torna adequados
para aplicacbes na biorremediacao, tratamento de residuos e derramamento
de Oleo. A matéria-prima é de facil disponibilidade para a producdo de
biossurfactante e possuem maior habilidade para complexar metais pesados e
melhor capacidade espumante. Em condicdes extremas como elevada
temperatura, salinidade ou variagées de pH, os biossurfactantes geralmente
nao perdem sua capacidade de emulsificar ou de reduzir a tensao superficial
do meio (Banat et al., 2000; Nitschke & Pastore, 2002).

Varios biossurfactantes, principalmente da classe dos lipopeptideos e
glicopeptideos, funcionam como antibidticos. Permitem o desenvolvimento de
microrganismos, pela capacidade de emulsificacdo e solubilizagdo de
hidrocarbonetos e possuem caracteristicas estruturais e propriedades fisicas
distintas, o que os tornam comparaveis ou superiores aos surfactantes
sintéticos em termos de eficiéncia. Além disso, os biossurfactantes, podem ser
sintetizados a partir de substratos renovaveis e produzidos em grande escala,
um fator importante @ medida que o preco do petroleo aumenta. Assim os
biossurfactantes estdo assumindo grande importancia sobre os surfactantes
quimicos (Kim et al., 2000; Banat et al., 2000; Jennings & Tanner, 2000;
Nitschke & Pastore, 2002; Andrew et al., 2004; Nitschke et al., 2010).

48



Apesar de bastante promissor o uso de biossurfactantes, a utilizagédo em
larga escala ainda é um desafio devido aos altos custos de produgao
associado ao uso de substratos onerosos e aos métodos de recuperacao dos
produtos que nem sempre sao eficientes e geram baixos rendimentos (Nitschke
& Pastore, 2002).

Uma alternativa ao alto custo de producdo de biossurfactantes é o
emprego de mosto fermentado com células inativadas, eliminando assim os
custos relativos a fase de extracdo, concentracdo e purificacdo do
biossurfactante (Santa Anna, 2002). Além disso, Kosaric et al., (1987), ja
citavam que o emprego de residuos industriais na produgdo de
biossurfactantes viabilizaria ainda mais o processo pela reducdo de seu custo.

Os autores mencionavam ainda que, mesmo com as barreiras
econbmicas para producdo do biossurfactante, o surfactante quimicamente
sintetizado tem o petrdleo como matéria-prima, que tem seu custo variavel e
passivel de esgotamento, necessitando assim de tecnologias alternativas para

a producio comercial dos outros tensoativos.
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2. OBJETIVOS

O presente trabalho teve por objetivo o isolamento e identificagdo de
microrganismos produtores de biossurfactantes isolados de ambientes
contaminados com petroleo e a caracterizacdo dos biossurfactantes

produzidos.

Objetivos Especificos

» Realizar a selegdo de microrganismos produtores de biossurfactantes
isolados de ambientes contaminados com petréleo;

» Determinar a capacidade emulsificante dos microrganismos produtores
de biossurfactantes.

» Caracterizar as classes e tipos de biossurfactantes produzidos pelos
microrganismos selecionados;

= |dentificar os microrganismos selecionados;

= Avaliar a estabilidade do biossurfactante por medidas da tensao
superficial e indice de emulsificacdo frente a variagdes no pH, tempo de
exposicao a elevadas temperaturas, pressao e diferentes concentragoes

salinas.
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3. RESULTADOS

Os resultados apresentados foram publicados na forma de um artigo
cientifico no peridédico Microbial Biotechnology (Moro et al., 2018).

As contribuigbes de cada autor no artigo publicado foram as seguintes:
Moro, G. V., realizou a triagem de microrganismos e experimentos referentes a
producado, determinacdo de propriedades, isolamento dos biossurfactantes e
redagcado do manuscrito. Moro, G. V. e Napp, A. N., realizaram os experimentos
de identificacdo molecular. Moro, A. V., Almeida, R. T., Porto, C. e Pilau, E. J.,
realizaram e analisaram os experimentos UPLC-HRMS. Ludtke, D. S., Moro, A.
V. e Vainstein, M. H. auxiliaram o projeto e escreveram o manuscrito com a
contribuicdo de todos os autores. Vainstein, M. H., coordenou o projeto. Todos
os autores contribuiram para a discussdao dos resultados e revisdo do

manuscrito.
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Summary

Biosurfactant-producing bacteria were isolated from
samples collected in areas contaminated with crude oil.
The isolates were screened for biosurfactant
production using qualitative drop-collapse test, oil-
spreading and emulsification assays, and measure-
ment of their tensoactive properties. Five isolates
tested positive for in the screening experiments and
displayed decrease in the surface tension below
30 mN m~". The biosurfactants produced by these iso-
lates were further investigated and their molecular iden-
tification revealed that they are bacteria related to the
Bacillus genus. Additionally, the biosurfactants pro-
duced were chemically characterized via UHPLC-HRMS
experiments, indicating the production of surfactin
homologues, including a new class of these molecules.
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Introduction

A variety of remediation strategies have surfaced as a
way to minimize the damage created by the liberation of
hydrocarbons onto the environment. In this context, a
number of cleaning strategies have been developed for
oil-contaminated water; the two most frequent being
physical removal and the use of chemical dispersants,
also known as surfactants. Surfactants are amphiphilic
molecules with both hydrophilic and hydrophobic moi-
eties; they display emulsification abilities and also
reduce the surface tension between two fluids of differ-
ent polarities (Banat et al., 2010; Franzetti et al., 2010;
Hassanshahian, 2014). However, these compounds are
not biodegradable and can be toxic to the environment.
An alternative solution to this problem is the use of
biosurfactants, which are produced by a wide range of
different microorganisms through relatively cheap fer-
mentation processes using sugars or vegetal oils as car-
bon sources. Biosurfactants have received growing
attention due to their advantages over synthetic surfac-
tants, these include biodegradability, low water toxicity
and higher tolerance levels to temperature, pH and salt
concentration (Yang et al., 2015). Biosurfactants can be
chemically classified into low-molecular-weight com-
pounds (e.g. glycolipids and lipopeptides) and high-mole-
cular-weight compounds (e.g. polysaccharides, proteins
and lipoproteins) (Zhou et al., 2015). Amongst the most
efficient biosurfactant-producing microorganisms are
those from the genus Bacillus, mostly due to its ability to
produce cyclic lipopeptides bearing a long acyclic side-
chain. The three main families of lipopeptides produced
by Bacillus spp. are surfactins, iturins and fengycins
(Geissler et al., 2017). Each of these families of lipopep-
tides consists of several congeners, which differ either in
the length of the fatty acid side-chain or in the amino
acid sequence at the cyclic peptide (Jacques, 2011).
Biosurfactants have been used in a number of environ-
mental applications, particularly in the bioremediation of
oil spills and in the removal of residual oil from storage
tanks (Sousa et al., 2012). Additionally, biosurfactants
have potential uses as emulsifiers in the food, cosmetic

© 2018 The Authors. Microbial Biotechnology published by John Wiley & Sons Ltd and Society for Applied Microbiology.
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and pharmaceutical industries. The surfactin lipopeptide is
known for its antiviral, antibacterial and antitumoral prop-
erties, while iturins and fengycins display antifungal prop-
erties (Malfanova et al., 2012; Meena and Kanwar, 2015).

Considering the importance of the discovery of new
and efficient biosurfactant-producing organisms, our
results regarding the isolation, identification and charac-
terization of biosurfactants by the screening of microor-
ganisms isolated from oil-contaminated environments
are herein outlined (Gudina et al, 2012). A detailed
study to characterize the chemical composition of the
biosurfactants produced was carried out. Ultra-high-
performance liquid chromatography coupled with high-
resolution mass spectrometry (UHPLC-HRMS) revealed
the production of a series of surfactin homologues,
including a new class of these biosurfactants.

Results and Discussion

Screening of microorganisms for the production of the
biosurfactants

Two hundred microorganisms isolated from oil-contami-
nated soil samples obtained from different Brazilian
terrestrial sites were used in this study. These microorgan-
isms were subjected to liquid fermentation using 5% glu-
cose as the only carbon source, to evaluate their
biosurfactant-producing ability. Crude oil was also used as
the carbon source in preliminary experiments. However,
only poor production of biosurfactants was observed, even
in longer incubation periods. Therefore, to assess whether
the microorganism had the ability to produce biosurfac-
tants or not, the faster and more efficient growing method,
using glucose as the carbon source, was chosen.

The drop-collapse test and oil-spreading assay are
qualitative and easy-to-read tests which were used for
preliminary evaluation of the ability of a given microor-
ganism to produce a biosurfactant. Initial screening
revealed that 14 out of 200 microorganism isolates
tested positive for both assays (Table 1). Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 was used as the positive con-
trol. As the negative control, a sample of the MSM sup-
plemented with 5% glucose was used.

Tensoactive properties of biosurfactants

The 14 isolates were then subjected to the emulsification
assay (E.s) and measurement of the surface tension
(Table 2). It is worth pointing out that despite displaying
good results in the drop-collapse and oil-spreading
assays, some of the isolates did not perform well in the
emulsification assay. For example, negative results were
observed with ODW109, ODW115, ODW16, ODW4A and
P. aeruginosa, while MO13 and ODWO04 have shown low
emulsification ability. It should be mentioned, however,

Table 1. Biosurfactant production by microorganisms isolates
cultivated in MSM with 5% glucose as the only carbon source.

Drop-collapse Oil-spreading

Isolates Origin test® test®
Negative control? - - -
Positive control® UFRGS - T
BPB 1.6 UFRGS ++ ++
ODW02 Oobw -+ ++
ODW109 OoDW ++ ++
ODW115 Oobw ++ +
ODW12 Oobw -+ ++
ODW123 ODW ++ +
ODW15 Oobw ++ ++
ODW16 OobDW ++ +
ODWO04 ODW ++ +
MO13 UFRGS +++ -+
MO4A UFRGS ++ ++
MO4B UFRGS - ++
BPB 1.18 UFRGS ++ ++
MO74 UFRGS ++ ++

#Negative Control = MSM medium with 5% glucose.

bPositive control = P. aeruginosa ATCC 27853.

°Symbol means: (—) no results; (+) average results; (++) good
results (+++) excellent results.

Table 2. Measurements of emulsification index (E»4) and surface
tension of culture after growth of isolates in minimal medium with
5% glucose as the carbon source for the production of biosurfac-
tants. The results for water, ethanol, negative control and positive
control (Pseudomonas aeruginosa) are also shown.

Isolates Eos (%)2 Surface tension (MmN m~")2
Negative control 0 70.7 + 0.09
Positive control 0 28.4 + 0.16
Water Not applicable 71.8 + 0.25
Ethanol Not applicable 23.0 £ 0.11
BPB 1.6 71.8 £ 3.12 34.9 + 0.58
ODW02 80.5 + 8.33 28.8 + 0.00
ODW109 0 34.2 + 0.16
ODW115 0 33.9 + 0.08
ODW12 77.7 +£ 555 28.7 +£ 0.41
ODW123 66.8 + 6.84 38.7 + 0.64
ODW15 68.3 + 1.66 28.4 £+ 0.00
ODW16 0 31.7 £ 0.70
ODWo04 34.3 £ 9.37 34.8 £ 1.23
MO13 36.1 +£ 2.77 271 £ 0.64
MO4A 0 35.2 +£ 0.95
MO4B 65.7 + 0.98 27.6 + 1.05
BPB 1.18 72.2 + 555 32.2 +£ 0.86
MO74 71.6 £+ 3.40 31.9 + 0.10

#Values reported are averages of three replicates + the standard
error.

that these tests are used to measure different properties
of tensoactive compounds. The remaining eight isolates
have displayed excellent results, with E,4 in the range of
65.7-80.5%, values that are higher than the 40%, which is
considered satisfactory (Youssef et al., 2004).

A decrease in the surface tension measurements was
observed in the selected isolates, in comparison with pure
water and the negative control. For example, five isolates

© 2018 The Authors. Microbial Biotechnology published by John Wiley & Sons Ltd and Society for Applied Microbiology.



(ODWO02, ODbW12, ODW15, MO13 and MO4B) and the
positive control (P. aeruginosa) have displayed surface
tensions below 30 mN m~", which are exceptional results
when compared to existing literature, which indicates that
a surface tension value of 35 mN m~"' is required for an
efficient biosurfactant (Patowary et al., 2015). All tests
were performed with cell-free supernatants. This is an
important feature, as isolates that liberate biosurfactants
into the culture medium render the recovery process sim-
pler, making them more interesting from an industrial per-
spective (Kuyukina et al., 2001; Batista et al., 2006).

Despite the negative result displayed by the P. aerug-
inosa supernatant in the emulsification assay, other ten-
soactive properties experiments such as oil spreading,
drop collapsing and surface tension experiments tested
positive and the production of biosurfactants was
confirmed. Similar behaviour was also observed by
other authors (Belgacem et al., 2015). It is known from
the literature (Christova et al., 2011; Ndlovu et al.,
2017; Nicolo et al., 2017) that several growing factors
such as the carbon source, specific culture conditions,
age of culture and the Pseudomonas strain influence
the composition of the rhamnolipid biosurfactant pro-
duced by Pseudomonas, influencing the emulsification
activity.

The isolates that produced biosurfactants which dis-
played surface tensions below 30 mN m~' (ODW15,
ODW12, ODW02, MO4B and MO13) were selected for
molecular identification, chemical characterization of the
biosurfactants produced, determination of their critical
micelle concentration (CMC) and chemical stability.

Molecular identification

Molecular identification of the five selected isolates was
performed based on the 16S rRNA gene sequences, using
the GenBank BLAST tool. It was found that all of the
microorganisms were closely related to the Bacillus genus.
The isolates were related to the following species: ODW15:
Bacillus subtilis (99%), ODW12: Bacillus gibsonii (98%),
ODWO02: Bacillus subtilis (99%), MO4B: Bacillus amylolig-
uefaciens (99%) and MO13: Bacillus amyloliquefaciens
(99%). It is worth pointing out that only the best-performing
microorganisms have been molecularly characterized.
From the entire panel studied, microorganisms that were
not Bacillus have been identified. However, as those did
not perform well as biosurfactant producer, further efforts
for a more detailed characterization were not pursued.

Chemical characterization of the biosurfactants

The chemical biosurfactant characterization of isolates
B. subtilis ODW15, B. gibsonii ODW12, B. subtilis
ODWo02, B. amyloliquefaciens MO4B and
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B. amyloliquefaciens MO13 was performed using TLC
and UHPLC-HRMS techniques. For the characterization
of the biosurfactants, the supernatants of the bacterial
cultures were initially extracted with chloroform/methanoal,
yielding brown oils after the removal of the organic sol-
vent. TLC analysis was performed using ethyl acetate as
the eluent and the plates were visualized; ninhydrin was
used as a developing agent for the detection of peptides,
anisaldehyde staining for the detection of carbohydrates
and anthrone for the detection of reducing sugars. The
TLC analysis suggested that the biosurfactants produced
were peptides, as they developed colour when ninhydrin
was used (Smyth et al, 2010). When the developing
agent anthrone was used, a blue colour was not
observed in any of the samples. However, the positive
control P. aeruginosa, known for the production of rham-
nolipids, showed a blue colour when exposed to
anthrone. Altogether, these findings further support the
view that the biosurfactants produced are not glycolipids,
but are instead lipopeptides.

High-resolution mass spectrometry studies

To fully elucidate the structures of the biosurfactants pro-
duced, UHPLC-HRMS studies have been performed, and
these studies revealed the presence of surfactins (Fig. 1).
The surfactin family consists of a mixture of surfactin iso-
forms, in which an amino acid of the cyclic peptide chain
of surfactin Glu/Leu/Leu/Val/Asp/Leu/Leu, is replaced by
another amino acid (Peypoux et al., 1994). These iso-
forms were differentiated according to their fragmentation
pattern and structural features (Fig. 1A-E). The MS/MS
spectra of surfactins isoforms presented common frag-
ments [M+H]" at m/z 685.44 (Fig. 1A), 671.43 (Fig. 1B),
699.46 (Fig. 1C) and 699.46 (Fig. 1D). These ions are
from characteristic amino acid sequences, previously
reported as Val/Leu/Asp/Val/Leu/Leu, Leu/Leu/Asp/Val/
Leu/Leu, Leu/Leu/Asp-OMe/Val/Leu/Leu and Leu/Leu/
Asp/Leu/Leu/Leu respectively (Bonmatin et al., 1995;
Tang et al., 2010; Biniarz and Lukaszewicz, 2017). Com-
mon fragments of an isoform with Val/Leu/Asp/Val/Leu/
Val as amino acid sequence have been found and are
proposed in Fig. 1E, which is a new surfactin that, to the
best of our knowledge, is not reported in the literature.

The MS/MS spectrum of [M+H]* ion with m/z
1036.6869 presented fragments corresponding to losses
of amino acid residues Leu/Leu/Asp/Val/Leu/Leu, with m/
z 923.6034, 810.5202, 695.4935, 596.4253, 483.3418
and 370.2570 respectively (Fig. 2). The m/z 370.2570
corresponded to glutamic acid residue with aliphatic fatty
acid chains containing 15 carbons, indicating similarities
between the proposed surfactin A (C15) produced by all
five selected samples and literature surfactin (Liao et al.,
2016). Additional fragment ions [M+H]* confirmed the
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Fig. 1. Fragmentation pattern for surfactin isoforms. (A) Surfactin A, fragment ions with m/z 685.449 and 554.355. (B) Surfactin B, fragments ions
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Fig. 2. Fragmentation spectrum ESI-(+)-MS/MS of ion m/z 1036.6855 of sample B. amyloliquefaciens MO4B and the fragmentation proposal for

isoform Surfactin A (C15).

presence of amino acid residues sequence as m/z
2271750 [Leu+Leu+H]*, m/z 328.1862 [Leu+Asp+-
Val+H]*, m/z 441.2699 [Leu+Asp+Val+Leu+H]" and m/z
554.3536 [LeutAsp+Val+Leu+Leu+H]*. The MS/MS
spectra of [M+H]* ions for all surfactins are depicted in
the Supporting Information, in Figs S1-S17.

The molecular networking analysis of the five selected
extracts showed compounds with m/z differences of
14.015, 28.035 and 42.047, suggesting molecules with
different lengths of fatty acid chains within the same iso-
form family (Fig. 3).

The visualization of mass differences on the chemical
map leads to further investigations on the series of
homologues, which were confirmed by manual interpre-
tation of their MS/MS spectrum. Series homologue from
ions [M+H]* of surfactin isoforms are displayed in
Table 3 for B. amyloliquefaciens MO4B. The same
analysis was performed for all samples, and the results
are depicted in the Supporting Information in Tables
S1-85.

Critical micelle concentration

The CMC is the minimum concentration of a tensoactive
compound necessary to reduce the surface tension to
the maximum extent. The CMC is a characteristic prop-
erty of each tensoactive compound, and it is commonly
used to define its efficiency (Ferhat et al., 2011). Mea-
surement of the CMC was performed for the five most
promising isolates, B. subtilis ODW15, B. gibsonii
ODW12, B. subtilis ODWO02, B. amyloliquefaciens MO4B
and B. amyloliquefaciens MO13, using the cell-free
crude biosurfactant. The results are shown in Fig. 4.
According to Zhang and Miller (1992), the concentra-
tion needed to reduce the water surface tension from
712 mN m~' to values below 40 mN m~" is typically
between 1 and 200 mg |-, As can be seen in Fig. 4, in
our samples four out of the five isolates have been able

- P £
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Fig. 3. Molecular networking generated when the five selected sam-
ples of Bacillus were analysed via UHPLC-MS/MS. The inlaid por-
tions of the network were rearranged in Cytoscape for easier
visualization of node connectivity.

to reduce the water surface tension below 40 mN m~" in
CMC below 200 mg I~ '. The only exception is B. subtilis
ODW?15, which needed higher concentrations (389 mg
I=") to reduce the water surface tension. The most effi-
cient isolate, B. amyloliquefaciens MO13, displayed a
CMC of 36 mg I~ and was able to reduce the water
surface tension to 27 mN m~'. The efficiency of the bio-
surfactant produced by B. amyloliquefaciens MO13 is
noteworthy and is comparable with the surfactant pro-
duced by B. subtilis recovered from cassava waste
which displayed a surface tension of 26.6 mN m~' and
a CMC of 33 mg I' (Nitschke and Pastore, 2006).
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Table 3. Lipopeptide composition of Bacillus amyloliquefaciens

MO4B analysed by UHPLC-ESI-MS/MS.

Molecular Observed Error

Structure  formula [M+H]+ [M+H]+ (ppm)
Surfactin A

C11 C4oHgsN7O13 980.628361 980.6229 5.57

C12 CsoHg7N7O13 994.644011 994.6401 3.93

C13 Cs1HgoN;O13 1008.65966 1008.6560 3.63

C14 Cs2Hg1N;O13 1022.67531 1022.6703 4.90

C15 Cs3Hg3N;O13 1036.69096 1036.6869 3.92

C16 Cs4HgsN7O13 1050.70661 1050.7020 4.39

c17 CssHg7N7O43 1064.72226 1064.7187 3.34
Surfactin B

Cc12 C4oHgsN7O13 980.628361 980.6245 3.94

C13 CsoHg7N7O13 994.644011 994.6381 5.94

C14 Cs1HgoN;O13 1008.65966 1008.6554 422

C15 Cs2Hg1N7O43 1022.67531 1022.6681 7.05
Surfactin monomethyl ester

C13 CsoHg1N;O13 1022.67531 1022.6719 3.34

C14 Cs3HoaN;O43 1036.69096 1036.6864 4.40

C16 CssHg7N;O13 1064.72226 1064.7188 3.25
[Leud4] Surfactin

C15 Cs4HosN;O13 1050.70661 1050.7015 4.86
Surfactin isoform

C12 C4gHgaN;O13 966.612711 966.6077 5.18

C15 Cs1HgoN;O13 1008.65966 1008.6553 4.32

80

was heated at 100°C for 15, 30 and 60 min a more pro-
nounced difference in the behaviour was observed for
all samples (Fig. 5A). The emulsification ability of
B. subtilis ODWA15, B. gibsonii ODW12, B. subtilis
ODWO2 was reduced, while B. amyloliquefaciens MO13
increased significantly after heating. On the other hand,
B. amyloliquefaciens MO4B has shown a higher thermal
stability and a smaller decrease in the emulsification
ability was observed after 1 h of heating at 100°C. For
all, the surface tension resulted unchanged, thereby
attesting for the thermal stability of the compounds
produced (Fig. 5A). Addition of increasing amounts of
NaCl (from 0.5% to 35%) did not affect the tensoactive
properties.

Finally, the influence of the pH was also evaluated
(Fig. 5B). We have evaluated the stability of the biosur-
factant in either acidic or basic conditions using pH val-
ues varying from 2 to 12. The initial pH values for all
samples were 6.5. In any of the pH values studied, we
did not observe changes in the ability of the surfactant to
reduce the water surface tension. However, when the
pH was lowered to 4 and 2, the emulsification activity
has ceased, likely due to partial precipitation of the bio-
surfactant, because of the presence of the carboxyl
groups at the surfactin structure. In strongly acidic condi-
tions, the carboxylate will be protonated and the sur-
factin becomes less soluble in water, losing its
emulsification ability. This feature was already reported
in the literature (Nitschke and Pastore, 2006) and
allowed the recovery of surfactins by acidic precipitation.

_ —— B. subtilis ODW02
FIE 70 -m- B. amyloliquefaciens MO4B
E - —e— B. amyloliquefaciens MO13
c —+— B. subtilis ODW15
[ 50+ —¥— B. gibsonii ODW12
';: 40+
3 304
20 U Ll ¥ Ll T L} U L] L L 1
SEXEILE LS PP

Concentration (mg I-")

Fig. 4. Surface tension values (mN/m) versus biosurfactant concen-
tration (mg 1-") obtained with the cell-free crude biosurfactant pro-
duced by bacterial isolates B. subtilis ODW15, B. gibsonii ODW12,
B. subtilis ODWO02, B. amyloliquefaciens MO4B and B. amylolique-
faciens MO13, dissolved in deionized water. Results represent the
average of three independent measurements + standard deviation.

Study of the stability of the biosurfactant

The chemical stability of the biosurfactants produced
was evaluated towards a set of different conditions, such
as autoclaving, temperature, salt concentration and pH
(Fig. 5). The biosurfactants’ stability in terms of surface
tension was not affected following the variation of any of
the specific parameters. On the other hand, emulsifica-
tion activity was affected in response to changes in tem-
perature and pH.

For example, autoclaving the samples did not result in
any change on the surface tension or emulsification
activity. On the other hand, when the crude biosurfactant
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Fig. 5. (A) Emulsification activity (%) versus time (minutes),
obtained after heating the samples at 100°C for 15, 30 and 60 min.
(B) Emulsification activity (%) versus pH. Results represent the
average of three independent measurements + standard deviation.
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On the other hand, under neutral or basic conditions (pH
values of 7, 8, 10 and 12) a strong decrease in the
emulsification activity was observed for B. gibsonii
ODW12 and B. subtilis ODWO02. Conversely, B. amy-
loliquefaciens MO4B has shown stable values for Eyy
and B. subtilis ODW15 did not display any significative
difference for E,; values. A significant increase in Ejy,
was observed again for B. amyloliquefaciens MO13. In
this case, the more basic the medium, the more ionized
the carboxyl groups of the surfactins and, therefore, the
compounds become more water-soluble. As a conse-
quence, the ability to stabilize the emulsions also
increases (Long et al, 2017). This different behaviour
depending on the acidity/basicity of the medium renders
to surfactins the property of a pH-responsive tensoactive
agent.

In summary, we have reported the screening of bio-
surfactant-producing bacteria isolated from areas con-
taminated with crude oil or its byproducts. Five of two
hundred isolates furnished significant decrease in sur-
face tension below 30 mN m~'. Worth pointing out is
that B. amyloliquefaciens MO4B has shown to be a very
promising biosurfactant producer, particularly, due to its
ability to efficiently reduce the surface tension and emul-
sification ability that remained stable even when the
samples were submitted to pH changes or exposed to
high temperatures. The biosurfactants produced were
fully chemically characterized via UPLC-HRMS, indicat-
ing the production of surfactin homologues, including a
new member of this family is reported for the first time in
the literature.

Experimental procedures
Microorganism isolation

The microorganisms used in this study were isolated
from oil-contaminated soil samples obtained from differ-
ent Brazilian terrestrial sites: (i) isolates of petroleum-
contaminated soil (1:20 m/m) and oil-contaminated soil
collected at gas stations in the city of Porto Alegre (RS)
from the inventory of the Laboratory of Fungi of Medical
and Biotechnological Importance from Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), Porto Alegre,
RS, Brazil; (i) oil-drilling waste (ODW) samples obtained
from a petroleum production batch at the northeastern
coast of the city of Mossord, Rio Grande do Norte,
Brazil.

The cultures were grown in Erlenmeyer flasks
(250 ml) containing 50 ml Luria-Bertani (LB) (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA.) or
50 ml YPD (glucose 20 g |-, peptone 20 g 17", yeast
extract 10 g I”"). The flasks with both samples were
kept in agitation at 200 rpm for 7 days at 30°C. After this
period, aliquots (100 pl) of this mixture were subjected to
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successive decimal dilutions and were then plated on LB
agar and YPD. The plates were incubated for 5 days at
30°C. Microorganisms with morphological differences
were transferred to new media to obtain pure colonies.
The microorganisms isolated were kept refrigerated at
4°C.

Screening for biosurfactant production

To assess the biosurfactant-producing ability of the
microorganisms, the isolates were inoculated in YPD lig-
uid medium on a rotary shaker at 180 rpm at 30°C for
24 h. The isolates were then subjected to liquid fermenta-
tion in minimal salt medium (MSM) (Na,HPO, (6 g ™),
KH,PO, (3gl™"), NaCl (0.5g 1", NH.,CI (1gl17"),
MgS0,.7H,0, (0.24 g I"), using glucose (5%) as the
only carbon source. The samples were incubated on a
rotary shaker at 180 rpm for 5 days at 30°C. Following
incubation, cultures were centrifuged at 9000 rpm for
10 min, and the cell-free supernatant was used to test bio-
surfactant activity (Belgacem et al., 2015). Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, which has previously been
described as a biosurfactant producer, was used as the
positive control (Sakthipriya et al., 2015).

Drop-collapse test. Drop-collapse tests were carried out
according to the method described by Jain et al. (1991)
and modified by Bodour and Maier (1998). The tests were
carried out on a clear flat surface. About 1.8 pl of oil
(SINGER™, Sao Paulo, Brazil.) and 20 ul of supernatant
were added to the oil surface. The shape of the droplet
was inspected after 1 min. If the drop remained beaded,
the assay was scored negative and if the drop collapsed,
the result was considered positive.

Oil-spreading assay. Fifty milliliter of distilled water was
brought into a large Petri dish (15 cm diameter) followed
by the addition of 200 pl of oil to the water surface to
form a thin oil layer. About 20 pl of the supernatant was
then carefully added to the center of the oil layer, and the
diameter of the clearing zone was measured. If
biosurfactants are present, the oil will be displaced,
resulting in an oil-free clearing zone where the diameter
correlated with the surfactant activity (Pornsunthorntawee
et al., 2008).

The combined results of these two assays were used to
select the most promising microorganisms for further eval-
uation of the emulsification capacity and surface tension.

Emulsification activity (Ez4). The emulsification activity
(E24) was measured using the method described by
Cooper and Goldenberg (1987). The test was performed
by mixing 2 ml of kerosene with an equal volume of
supernatant (vortexed for 2 min) and left to stand for
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24 h. Emulsions formed by each isolate were compared
with those formed by negative control. The emulsification
activity was calculated as the ratio of the height of the
emulsion layer (cm) and the total height of liquid in the
tube (cm), multiplied by 100.

Surface tension measurement. The surface tension was
measured using a digital tensiometer (Gibertini, Milan,
Italy). Fifteen milliliter of the supernatant of the microor-
ganism cultures was used. Distillated water and ethanol
(96%) were used as standards. The measurements were
made by immersing a coverslip underneath the surface
of the supernatant (ca 1 mm), which was then slowly
pulled out, the maximum force was then measured and
taken.

Molecular identification of microorganisms

The genomic DNA of each culture was extracted accord-
ing to Sambrook et al. (2001). A fragment of the V3 region
of the bacterial 16S rRNA gene was amplified from micro-
bial DNA using the primers 27F (5 AGA GTT TGA TCM
TGG CTC AG 3) and 1492R (5 GGT TAC CTT GTT
ACG ACT T 3'). Amplification was performed in a reaction
containing 20 ng pl~" of DNA template, 1 U Platinum Taq
DNA Polymerase (Invitrogen), 1X Taqg buffer, 1.5 mM
MgCl,, 0.2 mM dNTP and 10 pmol of each primer, result-
ing in a final volume of 50 pl. The amplifications were car-
ried out as follows: one cycle at 94°C for 5 min, followed
by 30 cycles at 94°C for 1 min, 60°C for 0.3 min, 72°C for
2 min and a final extension step at 72°C for 6 min.

The PCR products were analysed with 1% agarose gel
electrophoresis. The amplicons obtained were purified
from Kit PureLinktm Quick Gel Extraction (Invitrogen,
Carlsbad, California, USA), according to the manufac-
turer's instructions. Approximately, 200 ng of genomic
DNA was used for sequencing on a BI-Prism 3500
Genetic Analyzer Platform (Applied Biosystems). Nucleo-
tide sequence similarity searches were conducted using
the GenBank nucleotide collection BLAST searches.

Biosurfactant identification

Extraction of the biosurfactant. Liquid fermentation was
performed in 500 ml Erlenmeyer flaks using 150 ml MSM
supplemented with 5% glucose. Following incubation at
180 rpm for 5 days at 30°C, the cells were removed by
centrifugation at 9000 rom for 10 min. The pH of the
supernatant was adjusted to 2 using concentrated HCI,
and the supernatant was left standing for 24 h at 4°C and
it was then extracted three times using chloroform/
methanol (2:1 v/v) in a separatory funnel for the extraction
of organic compounds. The organic layer was separated
and dried with anhydrous sodium sulphate to remove
water traces, and it was then evaporated under reduced

pressure in a rotary evaporator at 45°C, vyielding a
viscous, brown oil (Belgacem et al., 2015).

Preliminary identification of the biosurfactants by
TLC. To preliminary determine the type of biosurfactant, a
portion of the crude extract was separated on silica gel
TLC plates (F254, 0.2 mm thickness) using ethyl acetate
as running solvent agent. For the detection of lipopeptides,
the plates were air-dried, sprayed with 0.5% ninhydrin
(VWR), once again air-dried and then heated for 15 min at
110°C for colour development. Anisaldehyde reagent
(100:2:1 (v/v/v) acetic acid:sulphuric acid:p-anisaldehyde
(Sigma)) was used for carbohydrate detection. Anthrone
reagent (63 ml of sulphuric acid, 25 ml of water and
0.125 g of anthrone (Sigma)) was used for sugar detection
and the colour was developed by heating plates at 110°C
for 10 min. Lipid components were detected after placing
the plates in a closed jar saturated with iodine vapour.
Once visible, the retention factor (Rf) of each spot was
determined by dividing the distance travelled by the
product by the total distance travelled by the solvent
(Belgacem et al., 2015).

High-resolution mass spectrometry analysis. Crude
extracts were analysed by UHPLC (Shimadzu, Nexera X2)
coupled with HRMS (Impact IlI, Bruker Daltonics
Corporation, USA) equipped with an electrospray
ionization source. The capillary voltage was operated in
positive ionization mode, set at 4500 V, and with an
endplate offset potential of —500 V. The dry gas
parameters were set to 8 I min~' at 200°C with a
nebulization gas pressure of 4 bar. Data were collected
from m/z 50—1600 with an acquisition rate of five spectrums
per second, and the ions of interest were selected by
auto MS/MS scan fragmentation. Chromatographic
separation was performed with a gradient mixture of
solvents A H,O (0.1% formic acid v/v) and acetonitrile B
(0.1% formic acid v/v) using a C18 column (ACQUITY
UPLC BEH C18 1.7 um 2.1 x 100 mm; Waters, USA).
The gradient is described in Table 4.

MS/MS data processing — molecular networking. Raw
data from UHPLC-MS/MS analysis were converted to
mzXML format with Bruker's Data Analysis software and
uploaded to the global natural product social (GNPS)
molecular networking tools. In GNPS (Wang et al,
2016), the data were subjected to molecular networking
using the online workflow at GNPS. The data were
clustered with MS-Cluster with a parent mass tolerance
of 1.0 Da and a MS/MS fragment ion tolerance of
0.5 Da to create consensus spectra. A network was then
created where edges parameters were cosine score
above 0.65 and more than four matched peaks. The
data were filtered by removing all MS/MS peaks within +
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Table 4. Gradient programme used for the separation of the crude
extracts.

Time (min) % Solvent B Flow (ml min~")
1.0 60 0.200

3.0 70 0.200

20.0 98 0.200

21.0 2 0.200

22.0 60 0.200

25.0 60 0.200

25.0 stop -

17 Da of the precursor m/z. The network was then
searched against GNPS’s spectral libraries, and all
matches between network spectra and library spectra
had requisite to present a score above 0.65 and at least
four matched peaks. The network analysis was exported
from GNPS and analysed in Cytoscape (Shannon et al.,
2003).

Critical micelle concentration

At the CMC, an increasing concentration of the surfac-
tant will lead to a sudden change in the decreasing rate
of surface tension. Different concentrations of the biosur-
factants’ crude extracts were prepared in distilled water,
and the changes in surface tension values were mea-
sured at 25°C. The CMC was determined from the
inflection point of surface tension versus biosurfactant
concentration (Nitschke and Pastore, 2006).

Studies of the stability of the biosurfactant

The biosurfactants’ stability was evaluated using the
cell-free supernatant, according to the methodology
adapted from Abdel-Mawgoud et al. (2008). The effect
of temperature on the biosurfactants’ stability was evalu-
ated by heating the samples in a water bath for 15, 30
and 60 min at 100°C; the samples were then allowed to
cool to room temperature. After the designated times,
the surface tension and emulsification activity were
measured for each sample to check for any possible
changes.

To measure the biosurfactants’ salinity stability, NaCl
was added to the supernatant until final saline concen-
tration of 2.5%, 5%, 10%, 20% and 35% was reached.
After the addition of NaCl, the solutions were stirred to
complete dissolution. The resulting solutions were then
incubated for 30 min at 30°C before being allowed to
reach room temperature. The surface tension of each
sample was then measured to check for any possible
changes.

To measure the effect of pressure, the supernatant
was placed in an autoclave at 1 atm for 15 min at
121°C. Analysis of pH stability was performed by
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adjusting the pH of the supernatant to 2, 4, 7, 8, 10 and
12. The surface tension and emulsification activity were
then measured to check for any possible changes.

Statistical analysis

The data are presented in terms of arithmetic averages
of at least three replicates, and the error bars indicate
the standard deviations. The analyses were carried out
using ANOVA, followed by Tukey test with a confidence
level of 95%.
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Figure S1. Surfactin A (C11). Tandem mass spectrometry (UHPLC-HRMS/MS) was used to identify the [M+H] ion at 5.57 ppm mass error. Identified fragments loss are
depicted in the structure insert.
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Figure S2. Surfactin A (C12). Tandem mass spectrometry (UHPLC-HRMS/MS) was used to identify the [M+H] ion at 3.93 ppm mass error. Identified fragments loss are
depicted in the structure insert.
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Figure S3. Surfactin A (C13). Tandem mass spectrometry (UHPLC-HRMS/MS) was used to identify the [M+H] ion at 3.63 ppm mass error. Identified fragments loss are
depicted in the structure insert.
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Figure S4. Surfactin A (C14). Tandem mass spectrometry (UHPLC-HRMS/MS) was used to identify the [M+H] ion at 4.90 ppm mass error. Identified fragments loss are
depicted in the structure insert.
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Figure S5. Surfactin A (C15). Tandem mass spectrometry (UHPLC-HRMS/MS) was used to identify the [M+H] ion at 3.92 ppm mass error. Identified fragments loss are
depicted in the structure insert.
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Figure S6. Surfactin A (C16). Tandem mass spectrometry (UHPLC-HRMS/MS) was used to identify the [M+H] ion
depicted in the structure insert.

at 4.39 ppm mass error. Identified fragments loss are
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mass spectrometry (UHPLC-HRMS/MS) was used to identify the [M+H] ion at 3.34 ppm mass error. Identified fragments loss are
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Figure S8. Surfactin B (C12). Tandem
depicted in the structure insert.

mass spectrometry (UHPLC-HRMS/MS) was used to identify the [M+H] ion at 3.94 ppm mass error. Identified fragments loss are
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Figure S9. Surfactin B (C13). Tandem
depicted in the structure insert.

mass spectrometry (UHPLC-HRMS/MS) was used to identify the [M+H] ion at 5.94 ppm mass error. Identified fragments loss are
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Figure S10. Surfactin B (C14). Tandem mass spectrometry (UHPLC-HRMS/MS) was used to identify the [M+H] ion at 4.22 ppm mass error. Identified fragments loss are

depicted in the structure insert.
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Figure S11. Surfactin B (C15). Tandem mass spectrometry (UHPLC-HRMS/MS) was used to identify the [M+H] ion at 3.92 ppm mass error. Identified fragments loss are
depicted in the structure insert.
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Figure S13. Surfactin monomethyl ester (C14). Tandem mass spectrometry (UHPLC-HRMS/MS) was used to identify the [M+H] ion at 4.40 ppm mass error. Identified
fragments loss are depicted in the structure insert.
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Figure S14. Surfactin monomethyl ester (C16). Tandem mass spectrometry (UHPLC-HRMS/MS) was used to identify the [M+H] ion at 3.25 ppm mass error. ldentified
fragments loss are depicted in the structure insert.




B. amyloliquefaciens MO4B

Intens.

x10 4 1

HO

W/\[(NH
@) O

Glu

N
H

HN

mk

Leu

O

\\\\\
LYLGU

e HN @]
H
N O @)
@)
Leu Leu
\\‘ NH
\) N
H
@)
As
Leu OH p
[Leud] Surfactin (C15)
Exact Mass: 1050.7066
1 +MS2(1050.7024), 50.0eV, 8.4min #2438
699.4635
[M+H-FA-Glu]*
— Leu Leu e E— Leu Asp —_—
Leu -1 Leu —
1+
455.2851
1+ 1+
596.4251 1050.7015
1+ *
1+ 483.3415
1+ 342.2016 1+ 1+
568.3690
1+ 227.1747 937.6184
1+
86.0960 1+ { 1+ l 824.5355
\ 409.2798 J 540.3740 ‘ d d
; Ill . .'.[ . i lll Lo .I' l[ . l'l .'.l Il-' Lh L 1 ;L . 1L L |'L I L. ILI — '.J. L'thL_ " i' l.lil.l. A . lLl L L A . . e |i' Il.ll .
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 m/z

Figure S15. [Leud4] Surfactin (C15). Tandem mass spectrometry (UHPLC-HRMS/MS) was used to identify the [M+H] ion at 4.86 ppm mass error. ldentified fragments loss
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Figure S16. Surfactin isoform (C12). Tandem mass spectrometry (UHPLC-HRMS/MS) was used to identify the [M+H] ion at 5.18 ppm mass error. Identified fragments loss
are depicted in the structure insert.
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Figure S17. Surfactin isoform (C15). Tandem mass spectrometry (UHPLC-HRMS/MS) was used to identify the [M+H] ion at 4.32 ppm mass error. Identified fragments loss
are depicted in the structure insert.



Table S1. Lipopeptide composition of B. amyloliquefaciens MO13 analyzed by UHPLC-ESI-MS/MS.

Structure Molecular [M+H]+ Observed [M+H]+ Error (ppm)
Formula

Surfactin A
C11 CaoHgsN,O;5 980.628361 980.6245 3.94
C12 CyoHg/N;O45 994.644011 994.6394 4.64
C13 Cs;HggN,Oy5 1008.65966 1008.6555 4.13
C14 Ce,HgyN;O45 1022.67531 1022.6719 3.34
C15 Cs3HgsN,Oy 5 1036.69096 1036.6874 3.44
C16 CesHgsN,O45 1050.70661 1050.7019 4.48
C17 CysHgyN;O5 1064.72226 1064.7178 4.19

Surfactin B
C12 CaoHgsN,O;5 980.628361 980.6237 4.75
C13 CsoHg7N,O1 994.644011 994.6399 4.13
C14 Cs;HggN,O;5 1008.65966 1008.6557 3.93
C15 Ce,Hg;N,Oy5 1022.67531 1022.6717 3.53

Surfactin monomethyl ester
C13 Cs,Ho N, 015 1022.67531 1022.6724 2.85
C14 Cs3HgsN,O 5 1036.69096 1036.6869 3.92
C16 CesHg/N,Oy5 1064.72226 1064.7175 4.47
[Leud] Surfactin

C15 Cs4HgsN,O; 5 1050.70661 1050.7036 2.87

Surfactin isoform
C15 Cs,HggN,O 45 1008.65966 1008.6560 3.63




Table S2. Lipopeptide composition of B. amyloliquefaciens MO4B analyzed by UHPLC-ESI-MS/MS.

Structure Molecular [M+H]+ Observed [M+H]+ Error (ppm)
Formula

Surfactin A
C11 CaoHgsN,O;5 980.628361 980.6229 5.57
C12 CyoHg/N,O45 994.644011 994.6401 3.93
C13 Cs;HggN,O;5 1008.65966 1008.6560 3.63
C14 Cs,Ho N, 015 1022.67531 1022.6703 4.90
C15 Cs3HgsN,O 5 1036.69096 1036.6869 3.92
C16 CesHgsN,O45 1050.70661 1050.7020 4.39
C17 CssHg7N,O 5 1064.72226 1064.7187 3.34

Surfactin B
C12 C4oHgsN,O5 980.628361 980.6245 3.94
C13 CsoHg7N;O45 994.644011 994.6381 5.94
Cl4 Cs;HggN,O5 1008.65966 1008.6554 4.22
C15 Cs,HoiN;O45 1022.67531 1022.6681 7.05

Surfactin monomethyl ester
C13 Cs,HoiN;O45 1022.67531 1022.6719 3.34
Cl4 Cs3HgsN,O45 1036.69096 1036.6864 4.40
C16 Cs5Hg7N;O45 1064.72226 1064.7188 3.25
[Leud] Surfactin
C15 Cs4HgsN,O; 5 1050.70661 1050.7015 4.86
Surfactin isoform

C12 CgHgaN;045 966.612711 966.6077 5.18
C15 Cy;HgoN;O45 1008.65966 1008.6553 4.32




Table S3. Lipopeptide composition of B. subtilis ODW 02 analyzed by UHPLC-ESI-MS/MS.

Structure Molecular [M+H]+ Observed [M+H]+ Error (ppm)
Formula
Surfactin A
C12 CeoHg/N,O45 994.644011 994.6404 3.63
C13 Cs;HggN, O 5 1008.65966 1008.6560 3.63
C14 Ce,Ho;N,O45 1022.67531 1022.6727 2.55
C15 Cs3HgsN, Oy 5 1036.69096 1036.6879 2.95
C16 CesHosN,O45 1050.70661 1050.7012 5.15
C17 CssHg7N,O5 1064.72226 1064.7192 2.87
Surfactin B
C13 CsoHg7N,O;5 994.644011 994.6400 4.03
Ci14 Cs1HgoN,O;5 1008.65966 1008.6556 4.03
C15 Cs,HgiN,O5 1022.67531 1022.6726 2.65
Surfactin monomethyl ester
C14 Cs3HgsN, O 5 1036.69096 1036.6877 3.15
[Leud] Surfactin
C15 Cs4HgsN, O, 5 1050.70661 1050.7028 3.63
Surfactin isoform
C15 Cs;HgoN;O45 1008.65966 1008.6569 2.74




Table S4. Lipopeptide composition B. gibsonii ODW12 analyzed by UHPLC-ESI-MS/MS.

Structure Molecular [M+H]+ Observed [M+H]+ Error (ppm)
Formula
Surfactin A
C12 CyoHg/N,O45 994.644011 994.6426 1.42
C13 Cs;HggN,O45 1008.65966 1008.6567 2.94
Cl4 Cy,HgiN,O45 1022.67531 1022.6734 1.87
C15 Cs3HgsN,O4 5 1036.69096 1036.6880 2.86
C16 CesHgsN,O 45 1050.70661 1050.7029 3.53
C17 CssHg,N,O45 1064.72226 1064.7182 3.81
Surfactin B
C13 CsoHg/N,O45 994.644011 994.6403 3.73
Ci14 Cs1HggN,O45 1008.65966 1008.6565 3.13
C15 Cs,HgiN,O4 5 1022.67531 1022.6734 1.87
Surfactin monomethyl ester
Cl14 Cs3HgsN,O4 5 1036.69096 1036.6881 2.76
[Leu4] Surfactin
C15 Cs4HgsN,O4 5 1050.70661 1050.7034 3.06
Surfactin isoform
C15 Cy;HgoN;O4 5 1008.65966 1008.6566 3.03




Table S5. Lipopeptide composition B. subtilis ODW15 analyzed by UHPLC-ESI-MS/MS.

Structure Molecular [M+H]+ Observed [M+H]+ Error (ppm)
Formula
Surfactin A
C12 CyoHg/N,O45 994.644011 994.6414 2.63
C13 Cs;HggN,O 5 1008.65966 1008.6555 4.13
C14 Cs,Ho1N,04 5 1022.67531 1022.6731 2.16
C15 Cs3HgsN,Oy5 1036.69096 1036.6885 2.37
C16 CesHgsN,O 45 1050.70661 1050.7036 2.87
C17 CssHg,N,O45 1064.72226 1064.7196 2.50
Surfactin B
C13 CsoHg7N,O45 994.644011 994.6410 3.03
C14 Cs1HggN;O45 1008.65966 1008.6580 1.65
C15 Cs,HgiN,O4 5 1022.67531 1022.6719 3.34
Surfactin monomethyl ester
Cl4 Cs3HgsN,Oy 5 1036.69096 1036.6878 3.05
[Leud] Surfactin
C15 Cs4HgsN,Oy 5 1050.70661 1050.7035 2.96
Surfactin isoform
C15 Cy;HgoN;O45 1008.65966 1008.6569 2.74




4. DISCUSSAO GERAL

Biossurfactantes sdo metabolismos secundarios sintetizados por células
microbianas em desenvolvimento ou em repouso e sdo classificados em
diferentes grupos com base em sua estrutura quimica e tipo de microrganismo
que o sintetiza (Ron & Rosenberg, 2001; Mulligan, 2005; Bento et al., 2008).
Além de serem conhecidos por exibir uma atividade antimicrobiana sao ainda
utilizados em larga escala pelas industrias agricola, petrolifera, alimentar,
cosmetica, biotecnoldgica e farmacéutica como aditivos, emulsionantes, anti-
adesivos e agentes espumantes (Hood & Zottola, 1995; Rosenberg & Ron,
1999; Dembitsky, 2004; Rodrigues et al., 2006; Piljac et al., 2008; do Valle
Gomes & Nitschke, 2012).

O género Bacillus é o principal produtor de biossurfactantes
lipopeptidicos, sendo esse um dos compostos biossurfactantes mais bem
caracterizados (Vollenbroich et al., 1997; Makovitzki et al., 2006; Raaijmakers
et al.; 2010; Mandal et al., 2013). As surfactinas, sintetizadas por varias
espécies de Bacillus como metabodlitos secundarios, s&o os principais
lipopeptideos ciclicos conhecidos e os mais utilizados comercialmente. A
natureza anfifilica dos compostos biossurfactantes permite que eles exibam
excelente capacidade de reducdo da tensdo superficial e emulsificagao
(Satpute et al. 2010).

Neste estudo foram selecionados microrganismos produtores de
biossurfactantes a partir de um meio contendo glicose, como unica fonte de
carbono. Os microrganismos utilizados nos testes foram obtidos de solos
contaminados com petréleo. O sobrenadante das amostras que apresentaram
otimo desempenho a partir dos testes qualitativos para surfactantes, como
colapso da gota e espalhamento do éleo, foram selecionados como produtores
potencial de biossurfactantes e foram investigados de forma mais aprofundada
e detalhada.

A identificagdo molecular revelou que os microrganismos pertenciam ao
género Bacillus (B. subtilis, B. gibsonii e B. amyloliquefaciens), que é
amplamente descrito pela produgdo dos mais efetivos biossurfactantes,
especialmente as surfactinas (Banat et al., 2000; Nitschke & Pastore, 2002).

Segundo Banat et al., (2014), varias linhagens de uma unica espécie podem
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produzir diferentes propor¢des de misturas de biossurfactantes sob as mesmas
condi¢des de cultivo.

Os microrganismos selecionados, que se destacaram na produgédo de
biossurfactantes por apresentarem reducdo da medida de tensao superficial
sendo também, capazes de emulsionar hidrocarbonetos (querosene). Ron &
Rosenberg (2001) descreveram que nem todo biossurfactante constitui um
bioemulsificante, ou seja, as duas propriedades estudadas, redugéo da tensao
superficial e poder emulsificante, ndo apresentam obrigatoriamente correlagéo
como indicativo de produgdo, mas os valores em ambos os testes s&o
relevantes.

Para os testes de emulsificagcao, os valores de E24 foram considerados
satisfatérios pois as emulsdes formadas pelas amostras foram superiores a 60
%. Valores descritos na literatura indicam que um microrganismo é produtor de
um bom bioemulsificante quando os valores sao superiores a 40 % (Youssef et
al., 2004). A emulsificagao é uma propriedade importante nos biossurfactantes
pois se refere a dispersao de uma fase liquida em outra, causando a mistura
de dois liquidos imisciveis (Inés & Dhouha, 2015). Felix (2012) ao formular
emulsdes com diesel, querosene, gasolina, tolueno, n-hexadecano e heptano,
utilizando o biossurfactante produzido por B. subtilis LAMIO05, relatou um E24
com valores em torno de 60 % para os combustiveis e hidrocarbonetos.
Alvarez et al., (2015) obtiveram um indice de emulsificacdo de 40 % para uma
linhagem de B. amyloliquefaciens TSBSO 3.8, isolada de amostras ambientais
contaminadas com petréleo. Ndlovu (2017) mostrou a formagao de emulsdes
estaveis, até 90 % em querosene e Oleo mineral, para B. subtilis ST33
enquanto que para B. amyloliquefaciens ST34 a atividade de emulsificagdo em
querosene foi de 77,3 %.

No que diz respeito a medidas de tensao superficial, alguns autores
descrevem que um composto biossurfactante eficaz é aquele com capacidade
de reduzir a tensdo superficial da agua (72 mN/m) para aproximadamente 35
mN/m (Abdel-Mawgoud et al., 2010; Soberén-Chavez, 2010). Segundo
Patowary et al. (2015), um biossurfactante eficiente € aquele que produz a
reducdo na medida da tensdo superficial para em torno de 35 mN/m. Decesaro
et al. (2013) avaliaram a producdo de biossurfactantes por microrganismos

isolados de solo contaminado com 6leo diesel e obtiveram valores de redugao
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da medida de tensdo superficial para Bacillus spp. de 33 % com tensao
superficial final de 35,67 mN/m. Ayed et al. (2015) mostraram que utilizando B.
amyloliquefaciens An6 a medida da tensdo de um sobrenadante de cultura,
contendo glicose como fonte de carbono, diminuiu rapidamente apds a
inoculagao e atingiu o seu valor mais baixo (29 mN/m) apds cerca de 35 horas
de cultivo e permaneceu quase constante até ao final (72 horas).

Ndlovu et al. (2017a) obtiveram com isolados de Bacillus spp., em meio
de cultivo suplementado com 2 % de glicose ou glicerol, uma produgdo de
biossurfactantes com capacidade de diminuir a tensao superficial da agua de
67,9 mN/m para 32,1 mN/m (menor tensdo superficial registrada) pelos
isolados. Ja Faria et al. (2011) utilizando glicerol bruto, sub-produto do
biodiesel, para producéo e caracterizacdo de surfactina de B. subtilis LSFM-05,
obtiveram uma tensdo superficial de 29,5 mN/m. Alvarez et al. (2015)
observaram com B. amyloliquefaciens TSBSO 3.8, isolado de amostras
ambientais contaminadas com petrdleo, a redugcdo da tensdo superficial de
28,5 mN/m (agua 72 mN/m) apds 48 h de cultivo a 32 C.

o estudo, as amostras provenientes do crescimento do Bacillus que
apresentaram reducao significativa das medidas de tensédo superficial foram
entdo submetidas aos testes para determinar a concentracdo micelar critica do
biossurfactante. Segundo Zhang & Miller (1992), a concentragdo necessaria
para reduzir a tens&o superficial da agua de 71,2 mN/m para valores abaixo de
40 mN/m é tipicamente entre 1 e 200 mg/L. Sousa et al. (2012) relataram a
CMC da surfactina padréo (Sigma Aldrich - pureza = 98 %) de 7-20 ymol/L e
para o biossurfactante produzido por B. subtilis LAMIO09 e B. subtilis LAMIO05
de 32,4 mg/L e 28,0 mg/L, respectivamente.

Neste trabalho, os isolados de Bacillus spp., coletadas de solos
contaminados com petrdleo, tais como B. gibsonii ODW12, B. subtilis ODWO02,
B. amyloliquefaciens MO4B e B. amyloliquefaciens MO13, apresentaram
resultados eficientes quando comparadas com os resultados propostos pela
literatura, com CMC abaixo de 200 mg/L, destacando a melhor eficiéncia do
biossurfactante produzido por B. amyloliquefaciens MO13 e MO4B que
alcangaram valores abaixo de 45 mg/L reduzindo a tensao superficial para
valores abaixo de 30 mN/m. A excecéao foi o B. subtilis ODW15 que necessitou

de concentragdes mais altas de biossurfactantes (389 mg/L) para reduzir a
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tensado superficial. B. amyloliquefaciens se destacou em relagado ao B. subtilis,
que é amplamente descrito pela sua eficiéncia de CMC (Nitschke et. al, 2006).

Ayed et al. (2015), obtiveram para B. amyloliquefaciens An6 uma CMC
de 100 mg/L. Vaz et al. (2012) obtiveram valores de CMC de 40 mg/L de um
biossurfactante produzido por uma linhagem de B. subtilis isolada de amostras
de O6leo bruto. Liu et al. (2013) avaliaram linhagens produtoras de
biossurfactante isoladas de campo petrolifero de aguas residuais e obtiveram
valores de concentracado de CMC de 21,8 mg/L.

Fox & Bala (2000), utilizaram meio contendo residuos de batata, para
producao de biossurfactante por B. subtilis e relataram uma CMC 100 mg/L.
Ismail et al. (2013) testaram diferentes fontes de carbono (hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos, glicose, petroleo bruto e produtos de refinaria) para
produgao de biossurfactantes por um determinado Bacillus sp. I-15 e obtiveram
resultados satisfatérios apenas utilizando glicose, com uma CMC de 200 mg/L.

As diferencas nos valores de CMC relatadas por diferentes autores
podem ser atribuidas aos diferentes graus de purezas dos biossurfactantes
estudados, ja que a presenga de sais e/ou produtos do metabolismo celular
afetam a determinagdo da CMC (Samson et al., 1990). Portanto, vale ainda
ressaltar que os biossurfactantes encontrados neste trabalho n&o sao puros e,
mesmo assim, os resultados de CMC sao satisfatorios.

Dentre as inumeras vantagens apresentadas pelos biossurfactantes, a
estabilidade frente as condigdes extremas €& uma caracteristica muito
importante e apresentada por grande parte dos compostos. Compostos
estaveis sdo descritos como aqueles que ndo perdem sua capacidade de
emulsificagdo ou de reducao a tensao superficial do meio.

A estabilidade dos biossurfactantes selecionados foram avaliados frente
ao efeito da temperatura, pH, salinidade e pressdao a fim de avaliar a
capacidade de manter a reducdo das medidas de tensdo superficial e a
emulsificacdo da fase hidrocarboneto.

Os biossurfactantes produzidos pelos isolados de Bacillus deste trabalho
se apresentaram estaveis e nao perderam a capacidade de reduzir a tensao
superficial, mantendo os valores inalterados apds serem submetidos a

variagdes de pH, temperatura, pressao e salinidade.
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Os estudos realizados por Nitschke & Pastore (2006) mostram que a
temperatura, salinidade e pHs alcalinos nao influenciaram na tensao superficial
para a surfactina produzida por B. subtilis em meio manipueira (agua de
mandioca utilizada para produgdo de farinha) a 100 °C por 120 minutos.
Horowitz et al. (1990) ao estudarem o lipopeptideo de B. licheniformis JF-2
verificaram que o mesmo € estavel a temperaturas em torno de 75 °C por 140
horas e pH entre 5,0 e 12,0. Segundo Alvarez et al. (2015), uma linhagem de
B. amyloliquefaciens TSBSO 3.8, isolada de amostras ambientais
contaminadas com petroleo nao alterou suas propriedades de biossurfactante
apo6s autoclavagem a 121 °C por 15 min.

A capacidade de emulsificacdo de algumas amostras de Bacillus spp.
utilizadas neste trabalho, mostraram alteracbes quando submetidas ao
aquecimento. A capacidade de emulsificacdo de B. subtilis ODW15, B. gibsonii
ODW12, B. subtilis ODWO02 foi reduzida, enquanto B. amyloliquefaciens MO13
aumentou significativamente apdés o aquecimento. Por outro lado, B.
amyloliquefaciens MO4B apresentou maior estabilidade térmica e menor
decréscimo na capacidade de emulsificagao apds 1 hora de aquecimento a 100
°C.

Bezza et al. (2015) avaliaram um biossurfactante produzido por B.
subtilis CN2, que se mostrou termoestavel. A atividade de emulsificagdo e a
tensdo superficial do biossurfactante permaneceram constantes ao longo da
faixa de temperatura estudada (25 - 125 °C) com valor médio de tenséo
superficial de 31 mN/m e valor médio de E24 de 82 %. O aquecimento do
sobrenadante a 120 °C por meia hora ndo causou efeito significativo no
desempenho do biossurfactante.

Ayed et al. (2014) demostraram que B. mojavencis A21 possui atividade
de emulsificacdo em uma ampla faixa de temperatura de 20 a 100 °C, com
resultados mais altos em temperaturas mais baixas. A atividade de mais de 60
% de emulsificagdo a 100 °C sugeriu que o biossurfactante A21 poderia ser util
em ambientes extremos.

Neste projeto, quando avaliada a estabilidade do biossurfactante em
condicdes acidas e basicas, nao foram observadas mudancgas na capacidade
do surfactante de reduzir a tensédo superficial da agua, mas houve alteragdes

na emulsificacdo. Quando o pH foi reduzido para 4 e 2, a atividade de
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emulsificacdo cessou, provavelmente devido a precipitagdo parcial do
biossurfactante, pela presenca dos grupos carboxila na estrutura da surfactina.
Em condigdes fortemente acidas, o carboxilato é protonado e a surfactina
torna-se menos soluvel em agua, perdendo sua capacidade de emulsificagao.
Essa caracteristica ja foi relatada na literatura (Nitschke & Pastore, 2006) e
permitiu a recuperagado de surfactinas por precipitacdo acida. Por outro lado,
sob condi¢bes neutras ou basicas (valores de pH de 7, 8, 10 e 12), observou-
se um forte decréscimo na atividade de emulsificagdo para B. gibsonii ODW12
e B. subtilis ODWO02. Para B. amyloliquefaciens MO4B a emulsificagdo
apresentou valores estaveis e B. subtilis ODW15 nao apresentou diferenca
para os valores de E22. Um aumento significativo em E24 foi observado
novamente para B. amyloliquefaciens MO13. Neste caso, quanto mais basico o
meio, mais ionizados sdo os grupos carboxila das surfactinas e, portanto, os
compostos tornam-se mais soluveis em agua. Como consequéncia, a
capacidade de estabilizar as emulsdes também aumenta (Long et al., 2017).

Ayed et al., (2014), relataram que para B. mojavencis A21 o indice de
emulsificacdo mais elevado foi observado em pH 6. Khopade et al., (2012),
relataram que o aumento do pH de 5 para 12 diminuiu a tensao superficial de
34 para 30 mN/m e houve um aumento de 15 % na emulsificagao.

Os valores extremos de pH podem transformar espécies ativas de
superficie fracas em emulsificadores mais ativos, aumentando a ionizagao
(Shin et al., 2004; Abouseoud et al., 2008). Biossurfactantes que apresentam
elevada estabilidade frente a temperatura e pH s&o considerados o6timos
bioprodutos para serem utilizados na remediacdo de ambientes contaminados
em condi¢cdes mais drasticas (Banat, 1993; Das & Mukherjee, 2005).

A adicdo de quantidades crescentes de NaCl (de 0,5 % a 35 %) néo
afetou as propriedades tensoativas porém n&o houve emulsificacdo na
presenga de NaCl. No entanto, estudos realizados por Rossmann (2008) e
Nitschke & Pastore (2006) mostraram que a adi¢gdo de sal ndo influenciou na
tensao superficial como também no indice de emulsificagéo.

Alguns tensoativos biolégicos sdo capazes de suportar concentragéao de
até 10 % de NaCl, possibilitando a utilizagdo deste em biorremediacbes de
ambientes marinhos. Uma concentragdo salina de 2-3 % € suficiente para

inativar surfactantes quimicos convencionais (Bognolo, 1999).
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Ayed et al. (2015) mostraram que B. amyloliquefaciens An6 apresentou
alta capacidade de emulsificacdo e uma eficiéncia em condigdes ambientais
extremas para pH e salinidade. Bezza et al. (2015), relatou que a atividade de
emulsificacdo e a tensao superficial do biossurfactante produzido por B. subtilis
CN2 permaneceram constantes em toda a faixa estudada de salinidade (5 — 20
% m/v) com valor médio de tensao superficial de 31 mN/m e valor médio de 82
% para Eza.

A estabilidade do biossurfactante em condigdes altamente alcalinas e
salinidade extrema sugere alto potencial do biosurfactante para a
biorremediacdo de derramamentos em ambientes marinhos de alta salinidade e
condigdes alcalinas (Shin et al., 2004; Abouseoud et al., 2008).

Uma variedade de métodos pode ser utilizada para classificar e
caracterizar os compostos biossurfactantes produzidos por microrganismos,
dependendo da natureza das biomoléculas. Dependendo do microrganismo e
das condi¢des de crescimento podem ser produzidos biossurfactantes e ou
bioemulsificantes com caracteristicas estruturais distintas. Desta forma, em
cada caso deve-se procurar conhecer pelo menos o género dos
microrganismos estudados e testar diferentes métodos de extragao, visando ao
melhor rendimento do biossurfactante a partir do meio de cultura (Bento et al.,
2008). Varios trabalhos apresentam a precipitacao (acida, com acetona ou com
sulfato de aménio) do biossurfactante, seguida ou nao da extragdo com
diferentes combinagdes de solventes, tais como: cloroférmio-metanol,
diclorometano-metanol, butano, acetato, pentano, hexano, entre outros. A
precipitagcdo acida é muito utilizada na primeira parte da extracdo das
surfactinas e de glicolipidios (Bento et al 2005; Nitschke et al., 2004; Bento et
al., 2008).

Para isso, inicialmente foi realizada a extracdo dos biossurfactantes por
precipitagcdo acida de acordo com Belgacem et al. (2015). A extragao foi
realizada por trés vezes usando cloroférmio/metanol em um funil de separacao
para extragdo dos compostos organicos. A fase organica forneceu um 6leo
marrom viscoso que foi entdo utilizado nas analises cromatograficas através
das técnicas de cromatografia em camada delgada (TLC) e Cromatografia
Liquida de Alto Desempenho acoplada a Espectrometria de Massa de Alta

Resolugédo (UHPLC-HRMS).
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A TLC foi realizada para a determinacdo preliminar dos tipos de
biossurfactantes, utilizando acetato de etila como eluente. O reagente ninidrina
foi utilizado como agente de desenvolvimento da cor para a deteccao de
peptideos. Para a detecgdo de carboidratos foi utilizado como agente de
desenvolvimento da cor o reagente anisaldeido e o reagente antrona para a
deteccdo de acucares redutores. A andlise da TLC sugeriu que os
biossurfactantes produzidos eram peptideos, uma vez que foi observada
coloragdo na placa cromatografica quando o reagente ninidrina foi usado
(Smyth et al., 2010). Por outro lado, quando as amostras foram reveladas com
o0 reagente anisaldeido ndo houve o desenvolvimento da cor na amostra,
indicando a auséncia de carboidratos. Esses resultados estdo de acordo com
os obtidos por Bezza et al., (2015), que caracterizaram biossurfactantes
produzidos por B. subtilis CN2 e observaram a presenca de aminoacidos na
amostra, quando reveladas com reagente de ninidrina enquanto que nao foi
observado o desenvolvimento da cor quando a amostra foi exposta a
anisaldeido, o que confirma a auséncia de porcdo de acucar. Resultados
semelhantes foram relatados por Sriram et al. (2011), que confirmaram a
presenca de biossurfactante lipopeptidico produzido por B. cereus NK1. Esses
resultados foram similares aos relatados por Fernandes et al. (2007), para uma
surfactina comercial padrdo (Sigma). Os resultados observados também
corroboram com o resultado de Yu et al. (2002), que obtiveram a partir de B.
amyloliquefaciens B94 a presenca de compostos peptidicos.

Quando o agente de desenvolvimento antrona foi utilizado nas amostras,
a cor azul ndo foi observada. No entanto, para o controle positivo P.
aeruginosa, conhecido pela produ¢ado de ramnolipideos, houve a formagao de
cor azul quando exposto a antrona. Em conjunto, estes achados apoiam ainda
mais a visao de que os biossurfactantes produzidos por Bacillus spp. ndo sao
glicolipideos, mas sim lipopeptideos.

O foco seguinte deste trabalho foi a caracterizagdo dos biossurfactantes
lipopeptidicos produzidos pelo género Bacillus por UHPLC-HRMS. Esses
estudos revelaram a presenca de varias surfactinas. A surfactina é um
heptapeptideo ciclico ligado a uma porcéo lipidica (Figura 17). A familia das
surfactinas consiste em uma mistura de isoformas devido a variacbes dos

aminoacidos da cadeia peptidica ciclica e a variagdes no numero de atomos de
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carbono e hidrogénio da porgao lipidica (Peypoux et al., 1994). Essas
isoformas foram diferenciadas de acordo com seu padrao de fragmentagéao e
caracteristicas estruturais (Bonmatin et al., 1995; Tang et al., 2010; Biniarz &

Lukaszewicz, 2017).
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Figura 17. Estrutura geral de surfactinas.

A surfactina A possui a cadeia peptidica composta pela seguinte
sequéncia de aminoacidos Glu/Leu/Leu/Val/Asp/Leu/Leu. Os espectros EM/EM
revelaram a presencga de 6 ou 7 surfactinas A nas amostras analisadas, devido
a diferentes tamanhos na cadeia lipidica (11 a 17 atomos de carbono). Todas
as surfactinas A apresentaram o mesmo fragmento comum [M+H]* de 685,449
referente a sequéncia de aminoacidos Leu/Leu/Asp/Val/Leu/Leu e 554,355
referente a sequéncia de aminoacidos Leu/Asp/Val/Leu/Leu (Apéndice 1).

A surfactina B possui a cadeia peptidica composta pela seguinte
sequéncia de aminoacidos Glu/Leu/Leu/Val/Asp/Leu/Val. Os espectros EM/EM
revelaram a presencga de 3 ou 4 surfactinas B nas amostras analisadas, devido
a diferentes tamanhos na cadeia lipidica (12 a 15 atomos de carbono). Todas
as surfactinas B apresentaram o mesmo fragmento comum [M+H]* de 671,434
referente a sequéncia de aminoacidos Leu/Leu/Asp/Val/Leu/Val e 554,355
referente a sequéncia de aminoacidos Leu/Asp/Val/Leu/Val (Apéndice 2).

A surfactina monometil éster possui a cadeia peptidica composta pela
seguinte sequéncia de aminoacidos Glu/Leu/Leu/Val/Asp-OMe/Leu/Leu. Os
espectros EM/EM revelaram a presenca de 3 surfactinas monometil éster nas
amostras B. amyloliquefaciens MO13 e B. amyloliquefaciens MO4B, com
cadeias carbonicas de 13, 14 e 16 atomos. Para B. subtilis ODW 02, B. gibsonii

ODW12 e B. subtilis ODW15 apenas uma surfactina monometil éster, com 14
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atomos de carbono na cadeia lipidica, foi encontrada. Todas as surfactinas
monometil éster apresentaram o mesmo fragmento comum [M+H]* de 699,465
referente a sequéncia de aminoacidos Leu/Leu/Asp-OMe/Val/Leu/Leu e
568,370 referente a sequéncia de aminoacidos Leu/Asp-OMe/Val/Leu/Leu
(Apéndice 3).

A surfactina [Leu4] possui a cadeia peptidica composta pela seguinte
sequéncia de aminoacidos Glu/Leu/Leu/Leu/Asp/Leu/Leu. Os espectros
EM/EM revelaram a presenca de apenas uma surfactina [Leu4], com cadeia
carbdnica de 15 atomos, em todas as amostras analisadas. A surfactina [Leu4]
apresentou o fragmento [M+H]" de 699,465 referente a sequéncia de
aminoacidos Leu/Leu/Asp/Leu/Leu/Leu e 568,370 referente a sequéncia de
aminoacidos Leu/Asp/Leu/Leu/Leu (Apéndice 4).

Além das surfactinas acima reladas uma nova isoforma de surfactina,
ainda nao relatada na literatura, contendo a sequéncia de aminoacidos
Glu/Val/Leu/Val/Asp/Leu/Val foi observada (Apéndice 5). Os espectros EM/EM
revelaram a presenca dessa surfactina com cadeia lipidica contendo 15 atomos
de carbonos em todas as amostras analisadas. Para a amostra B.
amyloliquefaciens MO4B também foi observado uma isoforma com cadeia
lipidica contendo 12 atomos de carbono. Essas surfactinas apresentaram o
fragmento [M+H]* de 657,418 referente a sequéncia de aminoacidos
Val/Leu/Asp/Val/Leu/Val e 540,339 referente a sequéncia de aminoacidos
Leu/Asp/Val/Leu/Val.

Por UHPLC-ESI-EM/EM foi possivel identificar 16 isoformas de
surfactinas para B. amyloliquefaciens MO13, 17 isoformas para B.
amyloliquefaciens MO4B, 12 isoformas para B. subtilis ODWO02, B. gibsonii
ODW12 e B. subtilis ODW15. Os espectros MS/MS de todas as surfactinas
identificadas para a amostra B. amyloliquefaciens MO4B sao encontradas no
Supporting Information do artigo. Ineés & Dhouha (2015) reportaram a produgao
de surfactina, iturina e fengicina por B. subtilis JKK328. Ja B. subtilis BBK-1
produziu surfactina, plipastatina e bacilomicina L e Bacillus licheniformis F2.2
produziu plipastatina e surfactina.

Os extratos obtidos de B. amyloliquefaciens ST34 cultivados em MSM
suplementados com diferentes substratos imisciveis e misciveis em agua

confirmaram a produgédo extracelular de quatro grupos de surfactina, quando
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analisados por UPLC-MS. O que diferiu entre as amostras foi a abundancia do
grupo de lipopeptideo encontrado, demonstrando que a fonte de carbono tem
uma influéncia no tipo de lipopeptideo produzido (Ndlovu et al., 2017b). Essa
conclusdo ja havia sido relatada anteriormente por Singh et al. (2014), que
utilizaram diferentes fontes de carbono (sacarose e glicerol) para produgéo de
lipopeptideos por B. amyloliquefaciens AR2.

Vater et al. (2002) detectaram por espectrometria de massa MALDI-TOF
que os biossurfactantes produzidos por B. subtilis C-1 em meio contendo 2 %
de glicose como fonte de carbono, foram capazes de produzir trés complexos
lipopeptidicos, as surfactinas, as iturinas e as fengicinas. Alajlani et al. (2016)
analisaram a producéo de biossurfactantes de B. subtilis BIA por MALDI-TOF-
MS e observaram dois agrupamentos de picos com diferentes proporgdes
massa/carga (m/z) para o produto purificado o qual revelou que os compostos
eram surfactina e iturina.

Faria et al. (2011), caracterizaram a produgao de uma surfactina por B.
subtilis LSFM-05 por espectrometria de massa concluindo que a isoforma
predominante para essa surfactina foi relativa ao ion m/z 1036,7, e a
fragmentacao desse ion possibilitou a elucidacdo da molécula que continha 7
aminoacidos na cadeia peptidica na sequéncia - GluOMe-Leu-Leu-Val-Asp-
Leu-Leu e uma porgao lipidica contendo 14 atomos de carbono.

Nam et al. (2015) identificaram lipopeptidios produzidos por B.
amyloliquefaciens BC32-1, do tipo iturina (m/z 1032, 1046 e 1060), surfactina
(m/z 995, 1009 e 1023) e fengicina (m/z 1464, 1478, 1492 e 1506) utilizando
analise por espectrometria de massa de cromatografia liquida (LC-MS). Abdel-
Mawgoud et al. (2008) caracterizaram a produg¢ao de surfactinas em B. subtilis
BS5 por HPLC e identificaram novas isoformas.

Por fim, a metodologia de molecular networking permitiu correlacionar as
moléculas estruturalmente semelhantes, pelo uso de seus padrdes de
fragmentacdo, confirmando a interpretagdo dos espectros de massas e a
formagao de uma série de homologos de surfactinas.
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5. CONCLUSOES

Foi realizada a prospeccao, identificacdo e caracterizagdo de
biossurfactantes através da selecdo de microrganismos isolados de solos
contaminados com petroleo. Cinco dos 200 isolados testados foram positivos
em testes de colapso da gota, espalhamento de d6leo, ensaios de emulsificagéo
e diminuigao significativa da medida de tensao superficial (abaixo de 30 mN/m).
Os isolados bacterianos selecionados pelos critérios acima, foram identificados
por sequenciamento parcial da regido 16S como do género Bacillus, com as
seguintes espécies B. subtilis, B. gibsonii e B. amyloliquefaciens. Os
biossurfactantes produzidos em meio aquoso com glicose foram quimicamente
caracterizados por meio da analise por UHPLC-HRMS, indicando a producao
de homologos de surfactinas, incluindo uma nova classe dessas moléculas.
Cabe salientar que B. amyloliquefaciens MO4B se destacou por ser um
produtor de biossurfactantes muito promissor para a reparagdo de danos
ambientais causados por derramamentos de petréleo, mesmo quando as
amostras foram submetidas a alteragdes de pH ou expostos a elevadas

temperaturas.
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6. PERSPECTIVAS

Em virtude dos resultados obtidos, futuros experimentos avaliardo o

potencial das surfactinas produzidas por B. amyloliquefaciens através da:

» sintese de surfactinas em biorreator utilizando como fonte de carbono a
glicose;

» influéncia da temperatura, agitacao, pH e razao de aeracado na produgao
de surfactinas em biorreator;

» avaliagdo da eficiéncia das surfactinas produzidas no biorreator em
conjunto com microrganismos degradadores de hidrocarbonetos de
petroleo;

= avaliagédo potencial de biorremediagdo dos biossurfactantes em tanques

contaminados com 6leo (avaliagdo em maior escala).
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