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RESUMO

O Brasil possui economia fortemente ligada a agricultura e isso tem como
consequéncia a grande producdo de residuos agroindustriais. O reaproveitamento desses
residuos como fontes nutricionais em bioprocessos contribui para a diminuicdo de danos
ambientais, bem como reduz os custos de producgdo de metabdlitos de alto valor agregado, como
0s biossurfactantes. De forma a tornar a producdo microbiana de biossurfactantes menos
onerosa e mais sustentavel, é oportuno utilizar o glicerol residual da producéo de biodiesel
como substrato para microrganismos. Os biossurfactantes, moléculas anfipaticas sintetizadas
por plantas e microrganismos, possuem diversas aplicabilidades na agroindustria, nas inddstrias
farmacéutica, alimenticia, petrolifera, alem de seus potenciais na biorremediacdo de solos
contaminados com hidrocarbonetos. Objetivou-se produzir biossurfactantes pelo grupo
Bacillus subtilis em glicerol residual e verificar o potencial antimicrobiano e a fitotoxicidade
desses bioprodutos. Os testes de Indice de Emulsificacio (E24), Ensaio de espalhamento da gota
e Cromatografia de Camada Delgada indicaram a producéo de biossurfactantes lipopeptidicos
pelas cepas testadas e, dentre essas, Bacillus subtilis grupo CCMA 0087 se destacou pela
atividade antibacteriana e bactericida contra E. coli. Além disso, foi verificado que o
biossurfactante bruto da cepa Bacillus subtilis grupo, isolada do alperujo e codificada como
BAL 0081, apresentou as maiores taxas de inibicdo contra as espécies de Fusarium e de
Aspergillus dentre as cepas de Bacillus testadas. Ademais, o0s extratos brutos de Bacillus subtilis
grupo BAL 0081 e CCMA 0087 ndo se mostraram fitotdxicos a Lactuca sativa var. “Veronica”
na concentracdo de 50mg/mL. Esses resultados demonstraram que 0s biossurfactantes brutos
de Bacillus subtilis grupo BAL 0081 e CCMA 0087 exerceram atividade antimicrobiana contra
bactérias patogénicas, fungos fitopatogénicos e ndo foram fitotoxicos na concentracdo de

50mg/mL, o que indica o potencial desses metabolitos como agentes de biocontrole.

Palavras-chave: Biossurfactantes. Residuo agroindustrial. Potencial antimicrobiano.



ABSTRACT

Brazil has an economy strongly attributed to agriculture and this results in the large
production of agro-industrial waste. The reuse of these residues as nutritional sources in
bioprocesses contributes to the reduction of environmental damage, as well as reducing the
costs of producing high added value metabolites, such as biosurfactants. In order to make the
microbial production of biosurfactants less costly and more sustainable, it is appropriate to use
the residual glycerol from biodiesel production as a substrate for microorganisms.
Biosurfactants, amphipathic molecules synthesized by plants and microorganisms, have several
applications in the agro-industry, in the pharmaceutical, food and oil industries, in addition to
their potential in the bioremediation of soils contaminated with hydrocarbons. The objective of
this study was to produce biosurfactants by the Bacillus subtilis group in residual glycerol and
to verify the antimicrobial potential and phytotoxicity of these bioproducts. The tests of
Emulsification Index (E24), Oil spreading assay and Thin Layer Chromatography indicated the
production of lipopeptide biosurfactants by the strains tested and, among these, Bacillus subtilis
group CCMA 87 stood out for its antibacterial and bactericidal activity against E.coli. In
addition, it was verified that the crude biosurfactant of the strain Bacillus subtilis group BAL
0081 presented the highest inhibition rates against the species of Fusarium and Aspergillus
among the tested Bacillus strains. Furthermore, the crude extracts of Bacillus subtilis group
BAL 0081 and CCMA 0087 were not phytotoxic to Lactuca sativa var. “Veronica” at a
concentration of 50mg/mL. These results demonstrated that the crude biosurfactants of Bacillus
subtilis group BAL 0081 and 0087 exerted antimicrobial activity against pathogenic bacteria,
phytopathogenic fungi and were not phytotoxic at a concentration of 50mg/mL, which indicates

the potential of these metabolites as biocontrol agents.

Keywords: Biosurfactants. Agro-industrial waste. Antimicrobial potential.
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CAPITULO 1

REFERENCIAL TEORICO

1 INTRODUCAO

A diversidade microbiana existente € uma importante fonte de recursos para o avanco
da biotecnologia. Nesse ambito, produtos naturais sintetizados por bactérias vém sendo
aplicados em diversos ramos da industria. Os membros do grupo Bacillus subtilis sdo
conhecidos pela sintese de uma variedade de metab6litos secundarios, incluindo policetideos,
terpenos, sider6foros e peptideos sintetizados ribossomalmente e ndo ribossomalmente
(HARWOOD et al., 2018).

Nesse contexto, metabdlitos podem atuar como biossurfactantes, compostos anfifilicos
capazes de estabilizar emulsdes e aumentar a solubilidade de compostos hidrofobicos em meio
aquoso (CHRZANOWSKI et al., 2012). Caracteristicas como alta biodegradabilidade, baixa
toxicidade e alta especificidade em ampla faixa de pH, temperatura e salinidade tornam esses
agentes bioativos interessantes para os mais diversos ramos da industria (ABDELHAFIZ et al.,
2017).

O crescente surgimento de patdgenos microbianos resistentes a medicamentos e o
progressivo consumo de pesticidas na agricultura apontam a necessidade de investigar novos
medicamentos e alternativas ambientalmente vidveis para o controle de doencas (HAWKINS;
FRAAIJE, 2018; LING et al., 2015).

Com o intuito de reverter fontes renovaveis em matérias-primas Uteis para a elaboracéo
de produtos, o cultivo do grupo B. subtilis tem sido praticado em meios de cultura formulados
com residuos industriais. Tal iniciativa € capaz de reduzir o impacto ambiental causado pelo
descarte inadequado do residuo na natureza e diminuir o custo de producdo de bioprodutos
(JIMOH; LIN, 2019).

Diante do exposto, o objetivo do trabalho foi selecionar cepas do grupo B. subtilis
potencialmente produtoras de biossurfactantes, obté-los via fermentacdo e recupera-los do
caldo de fermentacdo. Por fim, testes de fitotoxicidade, atividade antimicrobiana contra
patdgenos bacterianos e fitopatdgenos fungicos foram realizados com os biossurfactantes

brutos das cepas selecionadas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Biossurfactantes

Os biossurfactantes sdo moléculas anfipaticas de origem microbiana e vegetal, capazes
de reduzir a tensdo superficial e interfacial entre dois liquidos. Foram inicialmente estudados
na década de 60, na qual um biossurfactante denominado surfactina, sintetizado por B. subtilis,
foi caracterizado e purificado (ARIMA; KAKINUMA; TAMURA, 1968). A acéo tensoativa
desses bioprodutos € descrita por Attwood e Florence (2003). Segundo os autores, 0S
biossurfactantes em meio aquoso sdo alinhados a superficie, de forma que a parte hidrofébica
se posiciona para fora do meio e a hidrofilica, para dentro do meio, que € solvatado por interacdo
ion-dipolo ou dipolo-dipolo. As moléculas iniciam o processo de associagdo, formando
agregados. Assim, depois de completar a monocamada devido ao aumento da concentracéo,
ocorre um estado de equilibrio dindmico entre a camada superficial e as micelas formadas, de
modo que a area de contato entre a cadeia apolar e 0 meio aquoso € diminuida, reduzindo as
tensOes superficial e interfacial. Micelas sdo estruturas globulares com a parte hidrofébica de
cada molécula voltada para o interior e a hidrofilica localizada na parte externa. A concentracdo
em que € iniciada a formacdo dessas é denominada concentracdo micelar critica (CMC),
propriedade intrinseca e caracteristica dos surfactantes em temperatura e concentracdo
eletrolitica especificas.

No que se refere aos biossurfactantes produzidos por microrganismos, séo compostos
sintetizados por uma ampla faixa de espécies, sendo essas pertencentes a géneros como
Acinetobacter, Aspergillus, Bacillus, Brevibacterium, Candida, Citrobacter, Clostridium,
Corynebacterium, Enterobacter, Lactobacillus, Leuconostoc, Penicillium, Pseudomonas,
Rhodococcus, Saccharomyces, Thiobacillus e Ustilago (LI et al., 2016; SHEKHAR et al.,
2015). Quanto a natureza bioquimica, os biossurfactantes podem ser fosfolipidios, glicolipidios,
lipopeptidios, acidos graxos, lipideos neutros, dentre outros, possuindo alto ou baixo peso
molecular (BANAT; MAKKAR; CAMEOTRA, 2000).

Biossurfactantes microbianos sdo produzidos por bioprocessos, oferecendo menor dano
ambiental em comparagdo aos processos quimicos tradicionais da producdo de surfactantes.
Apos a obtencdo desses metabdlitos via fermentacdo, os métodos de isolamento comumente
utilizados séo extracdo com solvente, precipitacdo com sulfato de amonio, precipitacdo cida,
ultrafiltracdo e dialise (MUNUSAMY et al., 2020). O método da precipitacdo &cida é

comumente utilizado em escala laboratorial e consiste na acidificagdo do caldo de fermentagéo
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com um &cido, como o HCI, até o alcance do pH 2. Posteriormente a essa etapa, é feita
centrifugacdo da amostra e, logo apds, o sobrenadante é descartado e o precipitado é
solubilizado em &gua ou solventes organicos, como metanol e o etanol. Apesar da simplicidade
do método, ha desvantagens como o tempo gasto para precipitacdo do biossurfactante bruto e a
necessidade de subsequentes operacdes unitarias para atingir maior pureza da biomolécula
(SILVA et al., 2015).

Surfactantes biol6gicos tém aplicabilidade em diversos setores industriais: na industria
farmacéutica, podem ser inseridos na formula de cosméticos e de medicamentos
antimicrobianos; na alimenticia, podem ser ingredientes estabilizantes de emulsdes e, na
lavanderia industrial, podem agir como detergentes menos téxicos que o0s sintetizados
quimicamente. Além disso, biossurfactantes sdo bons biorremediadores de solos degradados
por agentes como metais pesados, hidrocarbonetos e pesticidas (DRAKONTIS; AMIN, 2020).
Contudo, o atual setor de destaque desses bioprodutos é a industria do petroleo. Nesse setor, 0s
biossurfactantes podem ser empregados desde a extracéo até o refino, assim como na limpeza
de 6leo em tanques de armazenamento e na recuperacdo melhorada de petréleo (ALMEIDA et
al., 2016).

Em relacdo aos surfactantes quimicos, o0s biossurfactantes tém grande
biodegradabilidade, baixa toxicidade, resisténcia a condi¢Ges extremas de pH, temperatura e
salinidade, além de exercerem um papel fisiolégico no aumento da biodisponibilidade e
solubilidade de substancias hidrofobicas. Tais caracteristicas induziram o interesse mundial
nesses produtos, apesar do custo de producdo do biossurfactante ainda ser maior que o do
concorrente quimico (ABDELHAFIZ et al., 2017; MULLIGAN, 2009; PEREIRA et al., 2013).
A etapa de purificacdo do biossurfactante representa em torno de 60% dos custos totais de
producdo. A fim de tornar esse bioproduto mais competitivo, a aplicacdo do biossurfactante
bruto em processos de biorremediacdo de solos e na industria petrolifera tem sido estudada, ja
que especificacdes de menor pureza sdo exigidas para tais aplicacdes (SARUBBO et al., 2015).

Segundo Plaza et al. (2015), a producdo de biossurfactantes pode ser detectada por
métodos dependentes da cultura como ensaio de atividade hemolitica, método de placa de agar
azul, ensaio de Oleo atomizado, por métodos que analisam a atividade superficial e
emulsionante, hidrofobicidade superficial, tensdes superficiais e interfaciais e, por fim, métodos
de identificacdo quimica como a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) e

ressonancia magnética nuclear (NMR).
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2.1.2 Biossurfactantes lipopeptidicos

Os peptideos, moléculas versateis que possuem significativa importancia industrial, sdo
sintetizados por fungos filamentosos, bactérias gram-positivas e em menor extensdo, gram-
negativas, podendo ser sintetizados pela via ribossomal e ndo-ribossomal (MORAES, 2010).
No que concerne a sintese ribossomal, os ribossomos direcionam a formacdo de pontes
peptidicas e 0 RNAm tem a fungdo de molde, determinando a sequéncia de aminoécidos do
produto (HANCOCK; CHAPLE, 1999; MORAES, 2010).

A sintese ndo-ribossomal da porcdo peptidica ocorre a partir de um complexo de
subunidades enzimaticas chamadas multienzimas. Geralmente, essas sintetases sdo organizadas
em moédulos, subdivididos em dominios. Cada modulo permite a incorporacdo de um
aminoacido na porgdo peptidica e cada dominio tem uma funcdo especifica que leva a
incorporagdo do amino&cido. Tais modulos sdo classificados como: de carregamento, de
alongamento e de liberacdo. Em relacdo aos dominios, existem 4, cujas fun¢bes variam em
adenilagéo (A), que permite o reconhecimento do aminoacido especifico e sua ativagao por uma
reacao de adenilacdo e hidrolise de ATP; em tiolacédo (T), que permite a fixacdo do aminoacido
na sintetase através de ligacdo tioéster; em condensacdo (C), que induz a ligacao peptidica entre
dois aminoé&cidos; e o dominio da tioesterase (Te), que libera a peptideos formados (Figura 1)
(MNIF; GHRIBI, 2015a).

Figura 1 — Sintese do peptideo ndo ribossémico (NRP) envolvendo os dominios A (adenilacéo),
C (condensacéo) T, (proteina transportadora de peptideo), Te, (dominio de rescisdo
com atividade de tioesterase) (DONADIO; MONCIARDINI; SOSIO, 2007;
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consiste em carboidrados, aminoacidos e grupos fosfato e cauda hidrofébica é composta de uma
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cadeia de acidos graxos. A biossintese das porcoes ocorre de forma independente. No caso dos
biossurfactantes lipopeptidicos, a sintese da porcdo lipidica é feita por modulos consecutivos
que possibilitam o acoplamento, a ativacdo e a ligagdo dos &cidos graxos formados a parte
peptidica. Na fase de acoplamento, o dominio Acil CoA-ligase (AL) faz a ligagéo entre uma
coenzima A e um acido graxo (dependente de ATP). Esse acido € transferido para o cofator 4-
fosfopanteteina do primeiro dominio de proteina transportadora de acil (ACP1) (DUITMAN et
al., 1999; MNIF; GHRIBI, 2015a). Um malonil-CoA é fixado ao dominio proteina carregadora
de acil (ACP2). A condensacdo dos malonil e aciltioésteres, catalisados pelo dominio 3-cetoacil
da sintetase (KS), leva a formacdo de um 3-cetoacil tioéster. O 3-cetoacil tioéster é convertido
em um &cido graxo -amino por transaminagdo. O acido graxo -amino pode ser transferido
para 0 dominio de tiolacdo pelo dominio de condensacdo, como pode ser acoplado ao
aminoacido fixado no primeiro modulo da biossintese da fragdo peptidica por uma
aminotransferase. Terminada a biossintese, o lipopeptideo é submetido a modificacbes como
glicosilacdo ou halogenacédo, realizadas por enzimas especificas associadas as sintetases
(DUITMAN et al., 1999; MNIF; GHRIBI, 2015a).

Lipopeptideos sdo compostos ciclicos que resultam da condensacéo entre acido graxo e
oligopeptideo. Esses estdo compreendidos entre a variedade de antibioticos produzidos por
diferentes géneros bacterianos como Streptomyces, Pseudomonas e Bacillus. Muitos
lipopeptideos com poder antibidtico apresentam atividade biossurfactante, como as surfactinas,
iturinas e fengicinas, descritas a sequir (WANG et al., 2015).

As surfactinas, lipopeptideos de sintese ndo-ribossomal, sdo sintetizadas e excretadas
por difusdo passiva pela membrana plasmatica das bactérias. Essa familia contém 20 compostos
descritos, tais como esperina, liquenisina, pumilacidina e surfactinas. Em uma concentracdo de
20 puM, algumas surfactinas diminuem a tensdo superficial da dgua de 72 para 27 mN/m,
reduzindo também a tensdo interfacial do sistema agua/hexadecano de 43mN/m para valores
inferiores a 25,27 mN/m (HARWOOD et al., 2018; STEIN, 2005). Aléem do alto poder
emulsificante, esses lipopeptideos sdo conhecidos por possuirem atividades antibacterianas,
antivirais e antimicoplasma (STEIN, 2005). A estrutura quimica das surfactinas compreende
uma alca peptidica de sete aminoacidos (L-asparagina, L-leucina, L-glutamato, L-leucina,
Lvalina e duas D-leucinas), ligados a uma cadeia de acido graxo (Figura 2a). Os aminoacidos
exatos e acidos graxos presentes na estrutura da biomolécula dependem da cepa bacteriana e
das condicdes de cultura (MNIF; GHRIBI, 2015b).

Esses lipopeptideos tém eficicia em processos de biorremediagdo, como a recuperacao

microbiana aprimorada de 6leo, devido a sua alta atividade superficial. Os autores Kiran et al.
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(2010) identificaram um tipo de surfactina sintetizado por B. aureum e comprovaram a funcéo
dessa biomolécula na recuperacdo de 6leo em ambientes marinhos. Além disso, a surfactina
também exibe capacidade antibacteriana, sendo capaz de gerar canais catidnicos seletivos em
bicamadas lipidicas planares, o que facilita o transporte de cétions através das membranas. Tal
caracteristica justifica a atividade antibacteriana e a possivel aplicacdo na administracdo de
medicamentos (LIU, et al., 2019)

A familia da iturinas (Figura 2 c e d) € representada por iturinas A, C, D e E,
bacilomicina D, F, L, bacilopeptina e micosubtilina, heptapeptideos com um acido graxo -
amino que possui notavel atividade antifangica (DUITMAN et al. 1999; ROMERO et al. 2007).
A eficécia antifingica da iturina A contra varios fungos fitopatogénicos e leveduras € similar a
dos pesticidas quimicos disponiveis no mercado, entretanto, sua atividade antibacteriana é
limitada e ndo foi reportada atividade antiviral at¢é 0 momento. Esses lipopeptideos possuem
baixa toxicidade, alta biodegradabilidade, baixa alergenicidade em humanos e outros animais,
alem de um amplo espectro como antibiotico. (PHAE et al., 1992; ZHAO et al., 2014).

A fengicina, também conhecida como plipastatina, € um lipopeptideo sintetizado por
muitas cepas de B. subtilis, apresentando atividade antifungica contra fungos filamentosos e
baixa atividade hemolitica em comparacdo a surfactina. A estrutura da fengicina compreende
um acido graxo B-hidroxi, que pode possuir de 13 a 19 4&tomos de carbono nas formas n, iso e
anteiso, sendo insaturado ou saturado. O acido é ligado a uma parte peptidica, que abrange 10
aminodacidos e 8 deles estdo organizados em uma estrutura ciclica (Figura 2 e, f). Esses
lipopeptideos diferem da iturina e da surfactina pela presenca deaminoacidos como ornitina e
alo-treonina (DELEU; PAQUOT; NYLANDER, 2008).



Figura 2 — Principais estruturas quimicas da surfactina (C15), iturina (C13) e fengicina
(C16). (a) corresponde a surfactina A, (b) surfactina B, (c) iturina A, (d), iturina
C, (e) fengicina A e (f), fengicina B (QUINTELA, 2018).
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2.1.2.1 Fatores que influenciam na producéo de biossurfactantes lipopeptidicos

Inimeros fatores relacionados a natureza da fonte de carbono, a concentracdo de ions
N, P, Na, Mg, Fe, Zn e Mn no meio e as condi¢des ambientais exercem influéncia na producéo
de biossurfactantes por espécies de Bacillus (DESAI; BANAT, 1997). A presenga de 1 mM de
ZnS04, 1 mM de FeClz e 0,1 mM de MnSOs foi capaz de aumentar a producdo de surfactina
por B. subtilis BS5 no estudo de Abdel-Mawgoud, Aboulwafa e Abdel-Haleem (2008). J& no
estudo de Lin et al. (2007), a adi¢do de doses de cations divalentes Fe?* e Mg?" demonstrou
estimular a producéo de iturina por Bacillus amyloliquefaciens B128.

Além disso, condicBes de crescimento como temperatura, agitacdo, oxigénio disponivel
e pH afetam a producéo de biossurfactantes, pois exercem efeitos sobre atividade e crescimento
celular (CHEN; JUANG; WEI, 2015). De acordo com o estudo de Sen e Swaminathan (2005),
B. subtilis é produtora de lipopeptideos na faixa de temperatura de 25 a 40 °C. Para B. subtilis
RB14, as temperaturas 6timas de producéo de iturina e surfactina foram de, respectivamente,
25°C e 37°C pela mesma cepa (OHNO; ANO; SHODA, 1995)

A velocidade de agitacdo também é um fator que afeta a producéo desses metabolitos.
No estudo de Yeh et al. (2005), foram obtidos rendimentos maiores de biossurfactante
considerando velocidades de agitacdo de 200 rpm e 250 rpm. Segundo Davis, Lynch e Varley
(1999), velocidades de agitagdo maiores que 350 rpm geram acimulo de espuma, o que diminui
a aeracdo, além de gerar queda na producédo de biomassa e de surfactina.

Segundo Zhang, Zhang e Cui (2015), o pH pode causar mudangas na permeabilidade e
carga elétrica da membrana, o que afeta atividade de enzimas envolvidas no crescimento e
reproducdo microbiana. No estudo de Sen e Swaminathan (1997), valores de pH entre 6 e 9
foram testados na producéo de surfactina e os resultados associaram o pH 6,75 com a maior
producdo do produto. No mesmo trabalho, o efeito das condi¢des de cultivo indicou a mais alta
producdo nas condicdes de pH 6,75, 37,4°C e 140 rpm, que puderam ser identificadas através

de otimizacdo utilizando metodologia de superficie de resposta.



20

2.1.3 Residuos agroindustriais como substratos na producéo de biossurfactantes

A biotecnologia industrial estd cada vez mais alinhada a producdo sustentavel, o que
justifica o crescimento de estudos e aplicacdes de residuos agroindustriais como substratos em
bioprocessos. Diferentes residuos tém sido utilizados como substrato para a producdo de
enzimas e outros biocompostos por microrganismos, 0 que pode ser uma solucdo para
problemas de gestdo de residuos industriais. Além disso, a utilizacdo de residuos como
substratos para microrganismos pode diminuir os custos de bioprocessos. A escolha do residuo
como matéria-prima deve abranger seu custo, disponibilidade e necessidades nutricionais do
microrganismo (MAKKAR; CAMEOTRA, 1998).

Alguns residuos agroindustriais tém em sua composicdo acucares, fibras, proteinas e
minerais, 0 que o0s tornam fontes alternativas de nitrogénio e carboidratos, podendo substituir
fontes sintéticas empregadas na industria (PANESAR et al., 2016; SANTOS et al., 2018). O
grupo B. subtilis abrange microrganismos quimioheterotréficos, capazes de produzir diversas
enzimas degradativas que permitem o uso de mono-, di- e oligossacarideos pela bactéria para
obtencdo da energia, que pode ser obtida através de diversos residuos como fontes nutricionais
(DEUTSCHER; GALINIER; MARTIN-VERSTRAETE, 2002).

Os pesquisadores Paraszkiewicz et al. (2018) identificaram e caracterizaram
biossurfactantes lipopeptidicos produzidos pela estirpe de B. subtilis KP7, cultivada em varios
meios preparados a partir de recursos naturais renovaveis. Duas aguas residuais de cervejaria
diferentes, melaco de beterraba, extratos de cascas de macé e cenoura foram utilizados como
fontes nutricionais nos meios de cultura testados. Os autores concluiram que houve producéo
de biossurfactantes em todos 0s meios compostos de residuos e, no extrato de casca de cenoura,
a producdo de surfactina e iturina superou a producéo observada no caldo Luria-Bertani, tomado
como controle. Resultados como esse indicam o uso promissor de residuos agroindustriais na

producdo mais econdmica de tensoativos biolégicos.

2.1.3.1 Glicerol como fonte de carbono na producéo de biossurfactantes

O processo de transesterificacdo para obtencdo de biodiesel tem como produto final uma
mistura de duas fases imisciveis, sendo uma o biodiesel e a outra, uma composi¢do de alcool,
glicerol, catalisador, monoglicerideos e diglicerideos. O glicerol residual de biodiesel € um

substrato de alta assimilacdo por microrganismos como bactérias e leveduras, oferecerendo
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nutrientes como magneésio, célcio, enxofre, fésforo, sddio e nitrogénio, elementos essenciais
para o crescimento de microrganismos (PEYPOUX; BONMATIN; WALLACH, 1999).

A primeira etapa da utilizagdo do glicerol por microrganismos ocorre por meio do
transporte através de sua membrana celular, podendo acontecer de forma passiva ou ativa. Em
bactérias, o transporte passivo abrange a difusdo simples por permeacdo ndo especifica e a
difusdo facilitada mediada por proteinas (permeases) situadas na membrana plasmatica. Uma
vez no citoplasma, o glicerol pode seguir por diferentes rotas metabdlicas. No caso de B.
Subtilis, a principal rota envolve fosforilagdo catalisada pela enzima glicerol quinase, formando
glicerol-3-fosfato, intermediario da via glicolitica (RIVALDI; SARROUH; FIORILO, 2007).

H& muitos relatos de producdo de biossurfactantes utilizando o glicerol como fonte
nutricional para microrganismos. No estudo de Sousa e colaboradores (2012), surfactina foi
produzida por cepas de B. subtilis em um meio contendo glicerol como fonte de carbono. O
biossurfactante produzido foi capaz de formar emulsdes estaveis com os hidrocarbonetos de
Oleo de soja e querosene. Analises realizadas com Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) mostraram que o produto obtido foi compativel com os produtos comercialmente
disponiveis no padréo de surfactina.

Franca et al. (2015) testou residuos agroindustriais (glicerol, 6leo de girassol, soro de
queijo e suco de caju) como substratos alternativos para a producéo de biossurfactantes por B.
subtilis ICA56. Dentre as fontes renovaveis testadas, o glicerol em grau analitico apresentou
melhores resultados em relacdo ao volume produzido e as propriedades tensoativas, produzindo
1290 mg L de biossurfactante bruto, cuja CMC foi de 25 mg L™ ! e, nessa concentragéo, foi
capaz de reduzir a tensdo superficial da agua de 72 para 30 mN m~ % Além disso, o
biossurfactante apresentou estabilidade em uma ampla faixa de pH, temperatura e salinidade.

Glicerol bruto, obtido de uma usina de biodiesel, foi utilizado como Unica fonte de
carbono para a producdo de surfactina por B. subtilis LSFM-05 no estudo de Faria et al. (2011).
Nesse, a producdo do biossurfactante foi realizada em um fermentador de bancadade 15 L e o
biossurfactante foi obtido a partir da espuma produzida, possuindo eficiéncia de emulsificacdo
apos 24 h de 67,6% em relacdo ao Gleo cru.

Ha pesquisas que indicam a necessidade do uso de glicerol isento de metanol como fonte
de carbono para microrganismos. No trabalho de Andrade et al. (2017), em que B. subtilis Lb2b
produziu biossurfactante em glicerol de grau analitico e bruto, a bactéria demonstrou
sensibilidade ao metanol presente no glicerol bruto, gerando baixa producao de biossurfactante

em comparagdo ao uso de glicerol de grau analitico como fonte de carbono.
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2.1.4 Agdo bioldgica dos biossurfactantes

Os surfactantes bioldgicos, aléem de possuirem aceitabilidade ecoldgica, podem ser
bioativos em inOmeros processos vinculados & agroinddstria, indastria alimenticia,
farmacéutica e petrolifera. Dentre as possiveis a¢des bioldgicas desses produtos, as atividades
antibacteriana, antifingica e antiviral, a capacidade anti-adesiva contra patdégenos e a natureza
probiética sdo de grande relevancia para aplicacdes no ramo da satude (GUDINA et al., 2013).

Além dessas aplicagdes, biossurfactantes tém efeitos em células cancerosas: Cao et al
(2010) apontou a surfactina como indutora de apoptose em células de cancer de mama e, no
trabalho de Zhao et al. (2000), um glicolipideo produzido por leveduras inibiu a proliferacao
celular de melanoma em ratos. Ademais, tém-se estudado surfactantes biol6gicos como
sistemas de liberacéo de farmacos, em razao de suas propriedades ativas de superficie. Abruzzo
et al. (2018) realizaram a preparacdo de vesiculas mistas compostas de biossurfactante de
Lactobacillus gasseri BC9 e econazol, com o intuito de avaliar o potencial destas em inibir
Candida albicans. Além da inibicdo bem-sucedida do patdgeno, o sistema se mostrou
promissor na liberacdo de econazol, uma vez que garantiu ndo apenas a mucoadesividade a
mucina, mas também a liberacdo prolongada do medicamento.

Na agricultura, o potencial antimicrobiano dos biossurfactantes é vasto. Um exemplo
de fungicida e bactericida comercial cuja acdo é relacionada a producéo de lipopeptideos de B.
subtilis € o Serenade®, da Agraquest (SOARES; DRUZIAN; LOBATO, 2018). Aléem disso, 0
uso de surfactantes biologicos na inddstria alimenticia como agentes de biocontrole é
promissor: Chittepu (2019) demonstrou acéo antimicrobiana de lipopeptideos produzidos por
Bacillus pseudomycoides contra patdégenos causadores de infec¢Bes alimentares, como

Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Staphylococcus aureus.

2.1.4.1 Biossurfactantes ativos na agricultura

As taxas crescentes de aplicacdo de pesticidas, inseticidas e herbicidas pelos agricultores
estdo associadas a riscos na saide humana como céncer, Parkinson, Alzheimer, bem como a
varios disturbios do trato respiratorio e reprodutivo (SABARWAL; KUMAR; SINGH, 2018).
Além disso, 0 uso indiscriminado de agentes quimicos para controle de fitopatdgenos e pragas
nas lavouras tem ocasionado a resisténcia desses a inseticidas, fungicidas e herbicidas (BASS
et al., 2015; LUCAS; HAWKINS; FRAAIJE, 2015; POWLES; YU, 2010). Nesse contexto, 0
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controle bioldgico apresenta-se como um regulador do ecossistema fornecido pela
biodiversidade, sendo assim uma opc¢éo inteligente para a diminui¢do no uso de agroquimicos
(RUSCH; BOMMARCO; EKBOM, 2017).

Bactérias da rizosfera exercem efeito antagbnico aos fitopatdgenos através da sintese de
metabolitos antimicrobianos, antibidticos, hormonios, enzimas e toxinas. Como essas auxiliam
na salde e crescimento da planta, foram denominadas Rizobactérias Promotoras de
Crescimento de Plantas (RPCP). Dentre as bactérias citadas, ha representantes do género
Bacillus que s&o capazes de contribuir no processo de indugdo de resisténcia sistémica de
plantas, além de neutralizar fitopatdgenos de importancia agricola. Tais capacidades sdo
relacionadas a producgdo de metabdlitos de natureza polipeptidica por essas espécies (ONGENA
et al., 2007).

A atividade antimicrobiana dos biossurfactantes é atribuida principalmente a
despolarizacdo potencial das membranas bacterianas e fungicas. Esse processo pode levar a
multiplos defeitos na célula, como a dissipacéo do potencial transmembranar e impedimento da
formacdo de ATP, levando a morte celular (MUNUSAMY et al., 2020).

Muitas cepas de B. subtilis, B. amyloliquefaciens e B. circulans inibem o crescimento
de microrganismos fitopatogénicos, em virtude da sintese dos lipopeptideos ciclicos surfactina,
iturina e fengicina. Esses compostos sdo produzidos em uma diversidade de isoformas que
possibilitam atividades bioldgicas distintas, sendo assim estudados como biopesticidas mais
ecolégicos que os fungicidas sintéticos. Ademais, a co-producdo de distintas familias de
lipopeptideos ou isoformas variantes da mesma familia por uma Unica cepa bacteriana aumenta
sua eficacia como candidata a agente de biocontrole contra diversos fitopatdgenos (CALDEIRA
etal., 2011; GONG et al., 2015; JI et al., 2013; KAUR et al., 2016).

Um isolado de Bacillus amiloliquefaciens, inoculado na rizosfera de alfaces infectadas
pelo fungo Rhizoctonia solani, coproduziu surfactina, fengicina e iturina. Os autores do estudo
concluiram, a partir de um ensaio de PCR quantitativo em tempo real (QRT-PCR), que a
coproducao dos trés lipopeptideos mediou a expressdo do gene de defesa da planta em relacéo
ao patogeno R. solani, 0 que aprimorou as respostas de defesa, além de gerar efeito antagénico
ao R. solani (CHOWDHURY et al., 2015).

Lipopeptideos também inibem o crescimento de fitopatégenos bacterianos: no estudo
de Bais, Fall e Vivanco (2004), Bacillus subtillis 6051 formou um biofilme produtor de
surfactina que foi capaz de neutralizar a infeccdo da raiz de Arabidopsis por P. syringaea,
diminuindo a mortalidade da planta in vivo e in vitro. Outro estudo que testou B. subtilis como

agente de controle biolégico contra bactérias foi o de Zeriouh et al. (2011), no qual as iturinas
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sintetizadas por duas linhagens de B. subtilis foram capazes de atingir doencas bacterianas de
cucurbitaceas causadas por Xanthomonas. campestris pv. cucurbitae e Pectobacterium.

carotovorum subsp. Carotovorum.

2.1.4.1.1 Lipopeptideos antifingicos

O uso de fungicidas quimicos na agricultura gera desenvolvimento de resisténcia nos
fungos alvo, assim como prejudica a sobrevivéncia de outras populagdes microbianas ndo
direcionadas como as bactérias rizosféricas, levando a perda da qualidade do solo. Desse modo,
€ promissor investigar agentes antifungicos bioldgicos que possam ser utilizados na
agroinddstria como modo de evitar danos econdmicos e ambientais (HAWKINS; FRAAIJE,
2018; YANG et al., 2011). Segundo Raaijmakers et al. (2010), a perturbacdo da integridade
das membranas pelos lipopeptideos leva a lise celular de varios estagios da vida fungica, como
micélios, conidios ou zodsporos no caso dos oomicetos.

O estudo realizado por Jin et al. (2020) demonstrou que a bacilomicina D, pertencente
a familia das iturinas, pode danificar a parede celular e membrana citoplasmatica das hifas e
esporos de Colletotrichum gloeosporioides. 1sso ocasiona extravasamento de citoplasma e
organelas das células fungicas alvo e, assim, alcanca o efeito de inibi¢do. Blacutt et al. (2016),
atraveés de anotacao e sequenciamento de genoma, avaliaram genes de metabolismo secundario
de B. mojavensis relevantes para o biocontrole, identificando as fengicinas como a principal
classe de metabdlitos secundarios responsaveis pela atividade antifungica in vitro contra
Fusarium verticillioides, um dos principais fitopatdgenos micotoxigénicos que acometem o
milho. Além disso, notou-se que o antagonismo da fengicina é caracterizado principalmente
pela inibicdo do crescimento do fungo. Analises bioquimicas e microscopicas constataram que
0s sintomas de antagonismo em F. verticillioides envolveram edema hifal e lise explosiva.

No trabalho de Hussain e Khan (2020), foi conduzido um experimento para avaliar a
eficicia da cepa de B. subtilis Hussain T-AMU contra a pinta-preta da batata causada por
Rhizoctonia solani in vitro e in vivo. In vitro, a espécie de Bacillus inibiu significativamente o
crescimento do fungo em um co-cultivo. In vivo, tubérculos de sementes de batata afetados pela
doenca fangica foram selecionados e tratados com filtrado e suspensdo da bactéria, sendo
posteriormente plantados em vasos. Os autores concluiram que o filtrado da cultura bacteriana
inibiu significativamente o crescimento do fitopatdgeno, assim como foi capaz de aumentar o

rendimento de tubérculos e o crescimento das plantas. A molécula que foi responsavel pela
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inibicdo do fungo é da familia das surfactinas e foi identificada pela técnica de espectroscopia
no infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR).

Biossurfactantes lipopeptidicos podem também inibir o crescimento de fungos
toxigénicos causando perturbagdo em suas membranas. Tal acdo ocasiona distirbios
metabdlicos, o que suprime a biossintese de micotoxinas (HU et al., 2009). As micotoxinas,
metabolitos fungicos secundarios toxicos em animais e humanos, podem ser encontradas em
graos enquanto esses estdo no campo, no armazenamento, transporte e processamento. Esses
compostos quimicos persistem durante as operagdes de processamento de alimentos, como
moagem, culinéria, panificacdo e extrusdo (VOSS; SNOOK, 2010; WAN et al., 2019).

De acordo com Veras et al. (2016), condi¢cdes do clima, associadas as praticas agricolas
inadequadas podem influenciar na ocorréncia de espécies de fungos e no tipo de micotoxinas
produzidas. Dentre essas espécies, 0s géneros Aspergillus, Fusarium e Penicillium estdo entre
os fungos toxigénicos mais importantes, sendo frequentemente relatados na literatura em razéo
da ocorréncia em alimentos e ao potencial de producdo de micotoxinas. No que concerne as
micotoxinas produzidas, destacam-se a aflatoxina B1 (AFB1) e a ocratoxina A (OTA),
caracterizadas pela alta toxicidade e pelas propriedades carcinogénicas, mutagénicas e
teratogénicas (DE RUYCK et al., 2015).

Pereyra et al. (2018) isolaram do solo cepas de Bacillus capazes de inibir o crescimento
de A. parasiticus, fungo produtor da aflatoxina B1 e um dos principais contaminantes de
culturas armazenadas, alimentos e racdes. Também foi verificado, a partir de testes com 0s
biossurfactantes isolados da cultura de cepas bacterianas, que esses inibiram o crescimento do
fungo em questdo, bem como diminuiram a concentracéo de aflatoxina B1 acumulada no meio
de cultura.

Jiang et al. (2017), em um estudo sobre o uso de lipopeptideos bacterianos no controle
fungico da producdo de vinho, constataram que os lipopeptideos de B. subtilis inibiram
significativamente a contaminacdo por Aspergillus carbonarius e a producdo de ocratoxinas
durante a vinificacdo. Além disso, os biossurfactantes obtiveram maior eficiéncia na inibicéo
do fungo quando comparados ao controle quimico realizado através de didxido de enxofre.

Segundo Hu et al. (2009), iturinas e fengicinas tém a capacidade de interferir em
processos intracelulares em patdgenos fungicos de plantas, levando a inibi¢do da formacao de
toxinas. Nesse mesmo estudo, a cepa de B. subtilis B-FS01 produziu fengicinas capazes de
inibir o crescimento de Fusarium verticillioides e de interferir na sintese de fumonisina B1
(FB1), micotoxina associada a doengas causadas em humanos e animais. Através de um ensaio

quantitativo baseado em RT-PCR, verificou-se que no tratamento contendo micélio exposto a
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fengicina, a expressdo dos genes FUM1 e FUMS, relacionados a sintese da micotoxina, foi
significativamente reduzida. Além disso, em uma anlise realizada em CLAE, foi observado
que a massa micelial tratada com o biossurfactante diminuiu sua producdo de micotoxina em

28% quando comparada ao controle ndo tratado.

2.1.4.2 Lipopeptideos ativos em patdgenos bacterianos

Infecgdes bacterianas eram uma das principais causas de morte antes da descoberta dos
antibiéticos no século XX. Com o surgimento crescente de patdgenos resistentes a esses
medicamentos, torna-se evidente a necessidade de novos antibidticos disponiveis no mercado
(LING et al., 2015). Segundo Rice (2008), Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e espécies de
Enterobacter estdo relacionadas a infecgdes graves, que podem ser adquiridas pela ingestao de
agua ou alimentos contaminados.

Estudos que investigam o potencial de peptideos antimicrobianos contra uma ampla
gama de bactérias patogénicas tém sido realizados e demonstram que essas biomoléculas
interagem com as biomembranas, rompendo-as e causando morte celular (BALLEZA,
ALESSANDRINI; GARCIA, 2019). Peptideos antimicrobianos tém modos de acdo
bactericidas baseados no rompimento das membranas citoplasmaticas e na reducdo da
incidéncia de resisténcia, o que os tornam diferentes dos antibioticos convencionais que atuam
na inibicdo da sintese proteica (NGUYEN; HANEY; VOGEL, 2011).

No estudo de Li et al. (2020), lipopeptideos ciclicos foram capazes de inibir bactérias
gram-negativas que acometem plantas e animais, como Pseudomonas syringae,
Pectobacterium carotovorum, Ralstonia syzygii, E. coli ET8, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa. Tais moléculas bioativas, descritas como relacidinas, tiveram um
valor de CIM proximo ao da polimixina B, antibidtico peptidico amplamente utilizado para
tratar infeccbes causadas por multiplos patégenos resistentes (Velkov et al., 2013). Tal
similaridade no espectro de inibicdo pode estar relacionada com o fato de que polimixina B e
relacidina possuem um fragmento linear catidbnico em suas estruturas, que, segundo Ntwasa
(2012), é importante para a ligacdo da molécula bioativa aos lipossacarideos de membrana.

Com base em resultados de experimentos de Microdiluicdo em caldo, o extrato
lipopeptidico de B. velezensis FZ06, isolado das folhas de Camellia sinensis var assamica,
inibiu o crescimento das cepas referéncia E. coli, S. typhimurium, S. aureus, L. monocytogenes,

B. cereus. Dados genémicos dessa espécie de Bacillus e a analise do bioproduto em



27

Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas demonstraram
que surfactina, fengicina e iturina estavam envolvidas no processo de inibicdo das cinco
bactérias patogénicas alimentares deletérias (LI et al., 2020).

Gudifia et al. (2010) realizaram um estudo no qual Lactobacillus paracasei ssp.
paracasei A20 produziu biossurfactante, que, em seu estado bruto, exerceu atividade
antibacteriana contra os patdgenos Candida albicans, E. coli, S. aureus, Staphylococcus
epidermidis e Streptococcus agalactiae. Além disso, o biossurfactante produzido mostrou
atividade anti-aderente contra S. aureus, S. epidermidis e S. agalactiae.

Devido a inibicdo de um amplo espectro de espécies bacterianas e atividades
bactericidas, os peptideos antimicrobianos podem ser alternativas terapéuticas de sucesso no
combate as bactérias multirresistentes, apesar de muitos apresentarem limitagdes como a
anulac&o do efeito antibidtico por cations divalentes como Mg*? e Ca*?, alto custo de producao,
deficiente estabilidade fisico-quimica e curta meia-vida plasmatica circulante (FOSGERAU,;
HOFFMANN, 2015; FOX, 2013). Os estudos sobre a superacdo de tais desvantagens estdo
sendo realizados e trazem estratégias como o design molecular, em que modificagcdes quimicas
em sequéncias de ocorréncia natural séo realizadas. Em tal abordagem, ha o uso de aminoacidos
ndo naturais, acidos graxos e hibridizacdo de diferentes peptideos antimicrobianos (LEE et al.,
2019).

Embora a resisténcia bacteriana a peptideos antimicrobianos seja rara, alguns patégenos
foram reconhecidos por diminuir a atividade dos peptideos antimicrobianos por modificacéo da
superficie bacteriana ou secrecdo de enzimas (NIZET, 2006). Segundo Fox (2013), uma
possivel estratégia para sanar tais deficiéncias é o desenvolvimento de peptideos sintéticos
mimeéticos projetados de novo, os quais replicam caracteristicas biofisicas essenciais como

carga positiva e hidrofobicidade, além da capacidade de automontagem.

2.1.4.3 Acéo dos lipopeptideos nas células microbianas

A acdo dos lipopeptideos ciclicos na interface das membranas lipidicas ocorre,
inicialmente, através de interacdes eletrostaticas que permitem a adsorcdo da molécula através
dos folhetos da bicamada de maneira dose-dependente. Tal adsor¢do causa uma perturbacao
dos potenciais de superficie e dipolo, ocasionando pressdes de superficie. Considerando que
esses efeitos dependem da concentracao do lipopeptideo, altas doses favorecem a formacéo de
poros hidrofilicos permeaveis a ions pequenos, moléculas, osmolitos e proteinas. A formacéo

desses poros leva a um desequilibrio osmotico e a morte celular (BALLEZA,
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ALESSANDRINI; GARCIA, 2019; FALARDEAUET et al., 2013). Caracteristicas como o
tamanho, carga, composicdo de aminoacidos e anfipaticidade definem a capacidade dos
lipopeptideos em inserir suas caudas hidrofébicas em biomembranas, induzindo os poros
transmembranares por diferentes mecanismos moleculares (FUERTES et al., 2011).

A estrutura anfifilica dos lipopetideos permite a interacdo desses com membranas
bacterianas carregadas negativamente e, até entdo, um alto potencial antibacteriano dessas
moléculas ja foi relatado, especialmente contra Gram-positivas. Segundo Hamouda e Baker
(2000), a menor atividade contra bactérias Gram-negativas € provavelmente devido as
diferencas na composicdo das bicamadas lipidicas de Gram-positivas e Gram-negativas. A
membrana externa das células Gram-negativas é altamente hidrofilica e carregada
negativamente. Portanto, sdo maiores as chances de essa estabelecer ligacdo as moléculas
catibnicas como os lipopeptideos, impedindo o transporte dessas moléculas anfipaticas em
direcdo a membrana citoplasmatica interna. Ademais, a membrana externa das Gram-negativas
é rica em lipopolissacarideos (LPS). Como trata-se de um componente da membrana com carga
negativa, esse pode se ligar a AMPs catibnicos, impedindo-os de atingir a membrana
citoplasmatica.

No estudo de Han et al., (2020), a microscopia eletrénica de varredura mostrou que a
superficie de Clostridium difficile ATCC 9689 foi danificada apds o tratamento com
lipopeptideo de Bacillus amyloliquefaciens. Parede celular e a membrana celular foram
danificadas. A destruicdo da celula bacteriana se deu pela formacao de canais condutores de
fons na membrana, modo de acdo que reduz drasticamente a chance de desenvolvimento de
resisténcia microbiana.

Com o intuito de estudar a interacdo entre lipopeptideos e sistemas vivos, tem-se
utilizado membranas modelo como lipossomas, monocamadas e bicamadas lipidicas. Nesses
estudos, propriedades mecanicas, termodinamicas, viscoelasticas, assim como a curvatura
intrinseca das membranas sdo caracteristicas que sdo analisadas ao estudar a interacdo entre
lipopeptideo e membranas (BALLEZA; ALESSANDRINI; GARCIA, 2019).

Para compreender como a fengicina age na membrana fungica, Gonzélez-Jaramillo et
al. (2017) realizaram um estudo biofisico em que uma isoforma de fengicina C foi colocada em
contato com um modelo de monocamada fosfolipidica contendo dipalmitoilfosfatidilcolina
(DPPC). Através da calorimetria de varredura diferencial, notou-se que a fengicina C alterou
as transicdes de fase termotropicas da DPPC e foi lateralmente segregada nos dominios de

formacdo da bicamada lipidica. Também foi apontada uma forte desidratagdo na regido polar
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da DPPC. Esses resultados auxiliam na compreensdo da agdo danosa na membrana pela
fengicina, que € relacionada a sua atividade antifungica.

O mecanismo descrito sobre a atividade da fengicina nas bicamadas lipidicas engloba a
interacdo dessa com o esterol e as moléculas fosfolipidicas das membranas, o que altera a
estrutura e permeabilidade da membrana celular. Concentragdes altas de fengicina podem levar
a formacédo de poros, pois as grandes se¢des peptidicas das fengicinas, quando congregadas,
sdo capazes de aumentar a curvatura positiva de ambos os folhetos da membrana. Se a
concentracdo do lipopeptideo for suficientemente alta, h4& uma completa solubilizacdo da
membrana em micelas (DELEU et al, 2008).

Segundo Zhao et al. (2014), o mecanismo antifingico da iturina é baseado na insercao
de suas caudas hidrofobicas na membrana plasmatica das células. As caudas sdo capazes de
formar um canal i6nico, causando um desequilibrio eletroquimico entre os meios intra e
extracelular e o consequente vazamento de citoplasma. A iturina A pode também aumentar a
condutividade elétrica e a permeabilidade da membrana celular, causando efeitos de tenséo
superficial nessa e inibindo a formacéo de esporos patogénicos. Tais atividades sdo sensiveis a
varios fatores eletrostaticos e mecanicos, com destaque para o comprimento da cadeia acila do
lipopeptideo ciclico e a curvatura intrinseca da membrana alvo (BALLEZA; ALESSANDRINI;
GARCIA, 2019).

A surfactina inibe uma ampla gama de microrganismos em razéo da sua capacidade de
se inserir na parede celular e criar poros idnicos. O mecanismo de acdo das surfactinas nas
bicamadas lipidicas é descrito em estagios por Buchoux et al. (2008): primeiro, ha uma
penetracdo do lipopeptideo na bicamada lipidica devido a uma interacédo hidrofébica favoravel
entre a surfactina e a membrana. Ocorrem repulsdes de carga entre as cargas negativas da
surfactina e as cargas negativas do grupamento lipidico, o que leva a um aumento na curvatura
da membrana. Por fim, ocorre uma desestabilizacdo completa da membrana planar. Enquanto
a integridade quimica do lipideo é mantida, a morfologia da membrana é alterada, o que
ocasiona um vazamento do conteddo celular. O tamanho diminuto desse lipopeptideo favorece
uma distribuicdo assimétrica entre folhetos internos e externos, o que leva a desorganizacao
lipidica, favorecendo assim a permeabilidade (BALLEZA; ALESSANDRINI; GARCIA, 2019)

Ha& outros tipos de peptideos cuja acdo difere da disrup¢do de membranas celulares e
consequente lise celular. No estudo de Li et al. (2020), foi decrito 0 modo de acdo de dois
lipopeptideos circulares nomeados relacidinas na célula microbiana. Segundo os autores, as
relacidinas se ligam aos lipopolissacarideos exdgenos (LPS) assim como surfactinas, iturinas e

fengicinas, mas ndo formam poros na membrana celular. E discutido que esses lipopeptideos
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ndo afetam a formacao de peptideoglicanos e RNA, porém, afetam a fosforilacdo oxidativa das
células, interrompendo a biossintese do ATP. Os mecanismos das relacidinas que afetam a
fosforilagdo oxidativa ainda estdo sendo elucidados.

Outro modo de acdo que difere das surfactinas, iturinas e fengicinas € o da daptomicina.
Esse lipopeptideo ciclico anidnico, primeiramente isolado de Streptomyces roseosporus, pode
ser capaz de induzir estimulos de estresse da parede celular das células Gram-positivas. Tal
hipotese é sustentada por estudos protedmicos que encontraram inducdo de proteinas de
resposta ao estresse da parede celular em B. subtilis e S. aureus (GRAY; WENZEL, 2020).

3 CONSIDERACOES GERAIS

A biotecnologia industrial & uma ferramenta essencial na mudanca de uma base
econémica de produtos de sintese quimica para uma abordagem cada vez mais direcionada aos
produtos que oferecam menos risco ao meio ambiente, gerados por sistemas biologicos. A fim
de reduzir os custos de producédo dos biossurfactantes microbianos, 0 uso de residuos no meio
de cultura dos microrganismos € uma boa alternativa, visto que milhdes de toneladas de
residuos séo gerados pela agroindustria. Dessa forma, a utilizagcdo dos mesmos em bioprocessos
é uma alternativa plausivel para que a produtividade seja mais econémica. Quanto a atividade
antimicrobiana dos biossurfactantes, pesquisas futuras serdo necessarias para a investigacao das
fontes de atividade antimicrobiana dos lipopeptideos, a otimizacdo da producdo dessas
moléculas bioativas e, em ultima anlise, para o desenvolvimento de antibidticos e agentes de

biocontrole seguros e mais eficazes.
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CAPITULO 2

Artigo

POTENCIAL ANTIMICROBIANO DO BIOSSURFACTANTE BRUTO DE BACILLUS
SUBTILIS GRUPO PRODUZIDO EM GLICEROL RESIDUAL

Resumo

Biossurfactantes sdo metabolitos microbianos que possuem alta aplicabilidade em
diversos ramos da industria. Atualmente, esses ndo sdo competem economicamente com
surfactantes quimicos, em virtude dos altos custos de purificacdo e do uso de substratos
dispendiosos. Para tornar os bioprocessos mais viaveis economicamente, o uso de residuos
agroindustriais como fontes nutricionais microbianas tem sido cada vez mais explorado. Assim,
esse trabalho objetivou selecionar cepas de Bacillus subtilis produtoras de biossurfactantes e
obté-los via fermentacéo, utilizando glicerol residual da producéo de biodiesel como fonte de
carbono. Posteriormente, esses metabdlitos foram testados quanto a atividade antimicrobiana
contra fungos fitopatogénicos, micotoxigénicos e bactérias patogénicas. Quatro cepas do grupo
B. subtilis foram selecionadas para fermentacdo de acordo com as suas capacidades beta-
hemoliticas e, para avaliagdo da produco dos biossurfactantes, foram feitos os testes de indice
de Emulsificacdo (E24), Ensaio de espalhamento de 6leo e Cromatografia de Camada Delgada.
Testes da atividade antimicrobiana dos biossurfactantes foram aplicados contra Fusarium spp.,
Aspergillus spp., Salmonella Enteritidis, Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Houve
producdo de biossurfactante pelas cepas selecionadas e o bioproduto de Bacillus subtilis grupo
CCMA 0087 se destacou pela atividade antibacteriana e bactericida contra E. coli. Além disso,
foi verificado que o biossurfactante bruto da cepa B. subtilis grupo BAL 0081 apresentou
maiores taxas de inibicdo contra as espécies de Fusarium e de Aspergillus. Ademais, 0s extratos
brutos de B. subtilis grupo CCMA 0087 e BAL 0081 ndo se mostraram fitotoxicos quando
aplicados em sementes de Lactuca sativa var. “Veronica”, na concentracdo de 50 mg/mL. Esses
resultados indicam que os biossurfactantes brutos de Bacillus subtilis grupo BAL 0081 e
CCMA 87 exercem atividade antimicrobiana contra bactérias patogénicas, fungos
fitopatogénicos e micotoxigénicos, além de ndo apresentarem fitotoxicidade na concentracdo

testada, o que indica o potencial desses biossurfactantes como agentes de biocontrole.

Palavras-chave: Peptideos antimicrobianos. Glicerol residual. Fermentacdo Submersa.

Biossurfactantes.
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1 INTRODUCAO

Doencas infecciosas ainda configuram uma grande ameaca a salde humana,
ocasionando milhdes de mortes em todo 0 mundo anualmente e atingindo principalmente paises
e regibes menos desenvolvidas. Tal situacdo é agravada pela prevaléncia de microrganismos
resistentes aos medicamentos atualmente disponiveis (SPELLBERG et al., 2008; VENTOLA,
2015). Na agricultura, taxas crescentes do controle quimico de fitopatdgenos e pragas podem
levar a resisténcia desses a inseticidas, fungicidas e herbicidas, além do uso extensivo de
defensivos agricolas estar associado a riscos na satide humana, causando doengas como cancer,
Parkinson, Alzheimer e distlrbios do trato respiratério e reprodutivo (BASS et al., 2015;
LUCAS; HAWKINS; FRAAIJE, 2015; SABARWAL; KUMAR; SINGH, 2018). Em funcéo
disso, a bioprospecéo de novos antimicrobianos de amplo espectro é de grande importancia para
assegurar saude e seguranca alimentar a populagéo.

Um grande numero de metabdlitos bioativos de fontes naturais foi descoberto nas
ultimas décadas e, nesse cenario, o estudo do género Bacillus como fonte promissora desses
compostos vem adquirindo destaque na busca por novos antibidticos e agentes de biocontrole
ecologicamente corretos (KOEHN, CARTER, 2005; STEIN, 2005). Dentre essas moléculas,
peptideos ndo-ribossomais sdo parte de um grupo versatil de metabolitos secundarios ativos
como antibioticos, sideréforos, pigmentos, imunossupressores, moléculas antitumorais e
surfactantes (WANG et al., 2014).

Os biossurfactantes, compostos anfifilicos sintetizados por plantas e microrganismos,
estabilizam emuls6es e aumentam a solubilidade de compostos hidrofobicos em meio aquoso
(CHRZANOWSESKI et al., 2012). A fonte microbiana desses produtos é vasta e abrange géneros
como Acinetobacter, Aspergillus, Bacillus, Brevibacterium, Candida, Citrobacter,
Clostridium, Corynebacterium, Enterobacter, Lactobacillus, Leuconostoc, Penicillium,
Pseudomonas, Rhodococcus, Saccharomyces, Thiobacillus e Ustilago (SHEKHAR et al., 2015;
LI et al., 2016). Caracteristicas como alta biodegradabilidade, alta especificidade em ampla
faixa de pH, temperatura, salinidade e baixa toxicidade classificam esses agentes bioativos,
como interessantes para diversas aplicacdes no setor industrial (ABDELHAFIZ et al., 2017).

Embora existam muitas vantagens e potencial aplicabilidade dos biossurfactantes, o
custo de producdo desses produtos frente aos surfactantes quimicos ainda é alto. As fontes
nutricionais consumidas pelos microrganismos representam até 50% dos custos de producéo de
produtos de base bioldgica. Assim, a fim de diminui-los, 0 uso de residuos agroindustriais como

fontes nutricionais para 0s microrganismos torna o bioprocesso menos oneroso e mais



41

ecolégico (RUFFINO et al., 2014; SILVA et al., 2014). Nesse sentido, o residuo glicerol da
producéo de biodiesel pode ser empregado como fonte de carbono para microrganismos.

A produgdo mundial de biodiesel por transesterificagdo cresce continuamente e,
consequentemente, ha aumento na producéo de seu principal co-produto, o glicerol bruto. E
estimado que aproximadamente 10 m® de glicerol bruto sio gerados para cada 90 m® de
biodiesel obtido por essa reacdo (THOMPSON; HE, 2006). Favoravelmente, esse co-produto é
metabolizado por muitos microrganismos, além de ser uma fonte de carbono convertida em
produtos de alto valor, como biossurfactantes (CAMARA; SOUSA; BARROS NETO, 2020;
FARIA et al., 2011; RAIMONDI et al., 2014).

Considerando o carater ecoldgico e a ampla aplicabilidade biotecnoldgica desses
metabdlitos, esse trabalho objetivou selecionar cepas do grupo Bacillus subtilis potenciais
produtoras de biossurfactantes, produzi-los em meio contendo glicerol residual de biodiesel
como fonte de carbono e, por fim, avaliar o potencial antibacteriano, antifingico e a

fitotoxicidade dos biossurfactantes produzidos.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Reagentes empregados

O glicerol bruto isento de metanol usado no experimento foi cedido pelo Laboratério de
Oleos, gorduras e biodiesel da UFLA, situado na cidade de Lavras, Minas Gerais, Brasil. HCI
empregado para precipitagio acida do biossurfactante e Agar Mueller-Hinton foram adquiridos
da Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA). Agar Triptona de Soja, Extrato de Levedura,
Extrato de Carne, Peptona, (NH4)2SOs4, NaHPO4.7H20, KH2POs, NaCl, MgS04.7H20,
FeS04.7H20 e MnSO4.H20 foram adquiridos da Kasvi (Sdo José dos Pinhais, PR, Brasil).
Extrato de malte foi obtido da Himedia (Guarulhos, SP, Brasil).

2.2 Microrganismos

As dez cepas submetidas a selecdo do potencial de sintese de biossurfactantes
pertencem ao grupo B. subtilis. Nove foram disponibilizadas pela Colecdo de Culturas da
Microbiologia Agricola da Universidade Federal de Lavras — UFLA, Brasil, e foram isoladas
do caxiri, fermentacdo via Umida de café, fermentacdo via seca de café, chicha de arroz,

fermentacdo de cacau, café despolpado, 4gua de fermentag&o do café e fruto do cerrado Annona.
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Uma das cepas, codificada como Bacillis subtilis grupo BAL 0081, foi isolada do alperujo e
esta atualmente em processo de depésito na cole¢do citada anteriormente.

Como controle, foi utilizada a cepa B. subtilis LBBMA 155, pertencente a Colecéo
de Culturas do Laboratorio de Biotecnologia e Biodiversidade para o Meio Ambiente
(Departamento de Microbiologia, Universidade Federal de Vigosa, Brasil). Essa cepa, isolada
de sedimento de mangue contaminado por petroleo, foi documentada como produtora de
biossurfactante no trabalho de Lima et al. (2011).

As cepas S. enterica sorotipo Enteritidis S64, cedida pela Fundagdo Oswaldo Cruz
(Rio de Janeiro, Brasil), a cepa referéncia de Escherichia Coli enteropatogénica INCQS 00181
(CDC 055) e a cepa referéncia Staphylococcus aureus subsp. aureus (ATCC 25923) foram
utilizadas para os testes antibacterianos.

As cepas Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici CML 1875, isolada do tomate e
potencial fitopatogeno dessa espécie (JANGIR et al., 2018), Fusarium verticillioides CML
2743, isolada do sorgo e potencial produtora de fumonisina (DEEPA, NAGARAJA,
SREENIVASA, 2016) e Fusarium paranaense CML 1830, representante de espécie indutora
de sintomas de Podriddo Vermelha da Raiz em soja no Brasil (COSTA et al., 2016) foram
utilizadas para os testes antifingicos. Tais espécies foram cedidas pela Cole¢do Micologica de
Lavras — CML (Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras, Brasil).

Além dessas, outras cepas fungicas potencialmente produtoras de ocratoxina A em
uvas, vinhos e café foram testadas (DACHERY et al., 2019; REZENDE et al., 2013).
Aspergillus westerdijkiae CCDCA 11469, Aspergillus carbonarius CCDCA 10507 e
Aspergillus ochraceus CCDCA 10490 foram cedidos pela Colecdo de Culturas de
Microrganismos CCDCA/UFLA (Departamento de Ciéncia de Alimentos da Universidade

Federal de Lavras, Brasil).

2.3 Selecéo das cepas potencialmente produtoras de biossurfactante

Cepas do grupo B. subtilis BAL 0081, CCMA 0051, 0054, 0087, 0136, 0401, 0658,
1228, 1287 e 1340, padronizadas a 108 UFC/mL em solucdo de NaCl 0,9%, foram inoculadas
sobre a superficie de placas de Agar Triptona de Soja (TSA) com 5% de sangue de carneiro
desfibrilado. Posteriormente, incubou-se a 37°C, por 24 h. A verificacdo da zona clara formada
ao redor da coldénia € um método qualitativo usado como um indicador da producdo de
biossurfactante (RODRIGUES et al., 2006).
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2.4 Producéo de biossurfactante

As cepas de B. subtilis grupo selecionadas conforme item 2.3 foram cultivadas em Agar
Nutriente por 24h a 30°C e posteriormente, foram inoculadas em Erlemeyers de 250 mL com
50 mL de meio de crescimento como descrito no estudo de Moran et al. (2000), suplementado
com glicerol 3% (v/v). Apos o ajuste de pH 6,7, esses frascos foram incubados a 180 rpm e a
37°C por 24 h. Em seguida, uma aliquota de indculo (10% v/v), padronizado a 108 UFC/mL,
foi transferida para cada frasco Erlenmeyer de 1 L contendo 300 mL do meio Moran de
fermentacdo, suplementado com glicerol 3% (v/v). O ensaio foi realizado nas condicgdes de
cultivo de 200 rpm, 37°C e pH 7 por 96h (MEENA et al., 2020). A composi¢do do meio de
inéculo e do meio de fermentacdo foi, em g/L, 1,0 (NH4)2SO4, 7,2 Na;HPO4.7H;0, 3,0
KH2PO4, 2,7 NaCl, 0,6 MgS04.7H.0, 0,015 FeS0..7H.0 e 0,002 MnSO4.H,0. Apds o
processo fermentativo, os substratos foram centrifugados a 9.000 rpm por 15 min e 4 °C para

eliminagédo das células.

2.5 Avaliacao da producéo de biossurfactante

2.5.1 Indice de Emulsificacéo (I1Ez24)

O Indice de Emulsificagio (IE24) foi determinado usando o método descrito por Mouafi,
Elsoud e Moharam (2016). Cerca de 2 mL dos dleos diesel e de soja e 2 mL de caldo de
fermentacao isento de células foram inoculados num tubo de ensaio e homogeneizados por meio
de vortice a alta velocidade durante 2 min. Apo6s 24 h, a capacidade de emulsificacdo foi
calculada usando a equacdo 1 (COOPER; GOLDENBERG, 1987).

Altura da camada emulsionada

(1E24)% = |( )]x100 (Eq. 1)

Altura da camada liquida

2.5.2 Ensaio de espalhamento de 6leo

Inicialmente, foram inseridos trinta mL de agua deionizada em placas de Petri e, em
seguida, cada placa recebeu 1 mL de azeite de oliva sobre a 4gua. Vinte pl de caldo de cultura
livre de células foram entdo adicionados a superficie do azeite. Na presenca de biossurfactante

no caldo de cultura livre de células, o 6leo é deslocado através de um halo livre de éleo. O
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didmetro dessa zona de compensagdo indica a atividade do biosurfactante (ASHITA;
RADHAKRISHNAN, JYOTHIS, 2020).

2.6 Recuperacédo do Biosurfactante

Apo6s o processo fermentativo, o0 meio fermentado de todas as cepas foi centrifugado a
9.000 rpm por 15 min e 4 °C para eliminacdo das células. O pH do caldo de fermentacéo livre
de células foi ajustado para 2,0 com adicdo de HClI 6 M (GROVER et al., 2010). Os
biossurfactantes precipitados com acido foram recuperados por centrifugagdo (12.000 rpm por
15 min a 4 ° C). Posteriormente, o precipitado foi redissolvido em &gua deionizada e ajustado
para pH 7 com subsequente liofilizacdo. O extrato foi ressuspendido em agua deionizada, em
Tampéo fosfato salino (pH 7) e em metanol para os testes de fitotoxicidade, acdo antimicrobiana
e cromatografia de camada delgada, respectivamente. Para todos os testes, o extrato foi filtrado
em filtro para seringa K18-230 com tamanho de poro 0,22 um (KASVI, Brasil) (GARG,
PRIYANKA, 2018).

2.7 Atividade antibacteriana do biossurfactante

A atividade antibacteriana dos biossurfactantes produzidos por BAL 0081, CCMA
0051, 0087 e 0658 contra S. Enteritidis S64, E. Coli (EPEC 055) e S. aureus (ATCC 25923) foi
examinada utilizando o método de microdiluicdo em caldo conforme Fernandes et al. (2020),
com adaptacdes. As cepas foram inoculadas em dgar Mueller-Hinton (MH) e incubadas por 24h
a 37°C. Posteriormente, os indculos de cada cepa foram preparados em solucdo de NaCl 0,9%
e ajustados a uma concentracdo de 108UFC/mL, que corresponde a 0,50 na escala McFarland.

O ensaio foi realizado em microplacas de poliestireno de 96 pocos com tampa (Orange
Scientific, Bélgica). Os 96 pocos da placa foram preenchidos com 100 uL de caldo Triptona de
soja estéril (TSB) (KASVI, Sao José dos Pinhais, PR, Brasil). ApoOs essa etapa, 100 uL de
solucdo de biossurfactante preparada a uma concentragdo de 100 mg/mL, utilizando tampé&o
fosfato salino (pH 7) foram adicionados a primeira coluna e homogeneizados com o meio.
Subsequentemente, foram homogeneizados e retirados 100 pL de cada pogo da coluna 1 para a
coluna 2, e assim de forma sucessiva até a ultima coluna (12), na qual foram retirados 100 uL
para obtencdo de mesmo volume em todos 0s pocos.

Posteriormente, 10 puL do in6culo foram inseridos nos pogos de controle positivo e nos

pocos relativos ao teste de inibigdo. Controle positivo de crescimento bacteriano e controles
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negativos da solucdo de biossurfactante e do caldo TSB foram aplicados para verificar a
auséncia de contaminagdo. As microplacas foram cobertas com tampa e incubadas a 37 ° C
durante 24h. Apés a incubacéo, a absorbancia foi registrada em 600 nm para cada po¢o usando
um leitor de microplaca (Thermo Scientific). Porcentagens de inibicdo de crescimento em
diferentes concentragdes de biossurfactante para cada microrganismo foram calculados através

da Equacéo 2, proposta por Gudina et al. (2010):

% Inibi¢do do crescimento = [1 — (i—;)] x100 (Eq.2)

Em que Ac representa a absorbancia do pogo contendo a concentracdo ¢ de
biossurfactante e Ao, a absorbancia do controle positivo, em que a bacteria cresceu em meio
sem a presenca de biossufactante. De acordo com Gudina et al. (2010), a concentracéo inibitoria
minima (CIM) foi determinada para cada cepa como a menor concentracdo de biossurfactante
capaz de inibir completamente o crescimento mensurdvel (Asco = 0). Para estabelecer a
Concentracdo Bactericida Minima (CBM), 10 uL de cada pogo foram inseridos em placas de
agar MH, incubadas a 37°C por 24h. A CBM foi definida a como a menor concentracdo da

solucéo de biossurfactante causadora da morte do indculo (BONA et al., 2014).
2.8 Atividade antifungica do biossurfactante

A preparacdo do inoculo e o teste antifingico de microdilui¢cdo em caldo foram baseados
no estudo de Sen et al. (2020), com adaptacgdes. As cepas fungicas foram cultivadas em placas
de Agar extrato de malte (MEA) por 168h. As suspensdes de indculo de cada cepa foram obtidas
cobrindo as colbnias fungicas com agua deionizada estéril, raspando suavemente a superficie
das coldnias com o auxilio de uma Alca de Drigalski e transferindo suavemente a suspensao de
conidios para tubos estéreis. As suspensdes de conidios foram ajustadas a 10° esporos/mL
usando método de contagem em Camara de Neubauer.

Os pocos das microplacas de poliestireno de 96 pocos foram preenchidos com 100 uL
de caldo Extrato de Malte (20g/L). Apos essa etapa, 100 pL de solucdo de biossurfactante
preparada utilizando tampéo fosfato salino (pH 7) a uma concentracdo de 100 mg/mL foram
adicionados a primeira coluna e homogeneizados com o meio. Subsequentemente, foram
homogeneizados e retirados 100 uL. de cada pogo da coluna 1 para a coluna 2 de forma
sucessiva até a Ultima coluna, onde foram retirados 100 mL. 20 uL do in6culo foram inseridos

nos pocos de controle positivo e nos pogos relativos ao teste de inibigcdo. Controle positivo de
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crescimento fugico e controles negativos da solucdo de biossurfactante e do caldo Extrato de
Malte foram aplicados. As microplacas foram cobertas com tampa e incubadas a 28 ° C durante
72h. Apds a incubacdo, a absorbancia foi registrada em 600 nm para cada po¢o usando um leitor
de microplaca (Thermo Scientific). Porcentagens de inibicdo de crescimento em diferentes
concentragdes de biossurfactante para cada microrganismo foram calculados através da

Equacéo 3, de acordo com Sen et al (2020).

DO controle —DO tratamento

% Inibicdo do crescimento = [( )] x100 (Eq.3)

DO controle

Em que a densidade déptica (DO) controle representa a absorbancia do controle positivo
e DO tratamento, a absorbancia do pogco contendo a concentragdo a ser testada de
biossurfactante. Para avaliacdo da Concentragdo Fungicida Minima (CFM), foi realizado um
teste semelhante ao aplicado para CBM, conforme item 2.7. 10 uL de cada pogo foram inseridos
em placas de MEA, incubadas a 28°C por 120h. A CFM foi definida a como a menor
concentracdo da solucao de biossurfactante causadora da morte do indculo (BONA et al., 2014).

O teste de difusdo em agar tambem foi realizado para o estudo da inibigcdo fungica. Para
iSS0, 0s extratos brutos liofilizados de biossurfactante foram dissolvidos em Tampéo Fosfato de
Sodio a 50 mg/ mL e 200uL da solucdo do biossurfactante foram pipetados sob a superficie de
placas de Petri com MEA. Apos, com o auxilio de uma Alca de Drigalski, a gota da solucao foi
espalhada e foi aguardado o tempo de secagem. Posteriormente, 10 uL. dos fungos testados
foram inseridos no centro de cada placa e essas foram incubadas por 168h. A porcentagem de
inibicdo do crescimento dos fungos inoculados foi calculada de acordo com a equacédo 4
(CAKIR et al., 2004).

1% =“=x100 (Eq.4)

| é a porcentagem de inibicdo do crescimento micelial, ou seja, a reducao do crescimento
em relacdo ao controle, C equivale ao crescimento radial do fungo na amostra controle (cm) e
T representa o crescimento radial do fungo na placa onde foi aplicada a solucdo de

biossurfactante. Os halos foram medidos com o auxilio de um Paguimetro.
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2.9 Analise de fitotoxicidade

Foi avaliada a fitotoxicidade do biossurfactante através de um teste baseado na
germinacdo de sementes e alongamento de raizes de Lactuca sativa var. “Verdnica”, seguindo
a metodologia empregada nos trabalhos de Tiquia et al. (1996) e Santos et al. (2017), com
adaptacBes. Uma solucdo do biossurfactante bruto a 50mg/mL foi preparada em &gua
deionizada. Apds essa etapa, a toxicidade foi determinada em caixas gerbox contendo duas
camadas de papel mata borrdo. Os papéis foram previamente umedecidos com agua destilada
na proporcao de 2,5 vezes a massa dos papéis e 25 sementes foram inseridas de forma espacada
em cada caixa gerbox, conforme Brasil (2009). 5 mL da solugdo de biossurfactante foram
inseridos em cada caixa. As caixas foram incubadas em B.O.D com fotoperiodo (Eletrolab, Sdo
Paulo, SP) a 20°C por 168h. Agua deionizada foi utilizada como controle. Apés esse periodo

de incubacéo, a germinacdo das sementes e o alongamento das raizes foram mensurados.

Germinacio relativa de sementes (%) = %x 100 (Eq.5)

Em que SGE representa 0 nimero de sementes germinadas no extrato bruto e SGC, o nimero

de sementes germinadas no controle.

. . , comprimento médio da raiz no extrato
Comprimento relativo de raizes (%) = > — , x 100 (Eq.6)
comprimento médio da raiz no controle

Indice de germinagio(%) = (%) de germinagdo de sementes 4 (Eq.7)

(%) de alongamento de raizes

2.10 Cromatografia em Camada Delgada

A cromatografia qualitativa em camada delgada (CCD) foi executada para deteccdo de
peptideos. Para isso, 100 mg de biossurfactante bruto foi dissolvido em 1 mL de metanol e foi
aplicado em placa de silica gel 20 x 20 cm (Merck, Alemanha) usando tubo capilar pontiagudo.
A fase mdvel utilizada foi composta de cloroférmio/metanol/acido acético (25: 24: 1) (QAZI et
al., 2014). Quando os spots se aproximaram do topo da placa, essa foi retirada da cuba e seca
ao ar. A fim de detectar a presenca de porcdes lipidicas associadas a proteinas, a placa de CCD

foi pulverizada de forma uniforme com &gua deionizada e, para deteccdo dos amino&cidos e
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peptideos, a placa foi pulverizada com a nihidrina (0,25% p/v em etanol) (MEENA et al., 2020).

Os valores de Rf do teste foram calculados usando a seguinte formula:

f = distancia percorrida pelo soluto da origem (cm)

(Eq.8)

" distancia percorrida pelo solvente da origem (cm)

2.11 Anélise Estatistica

Os testes de selecé@o de cepas produtoras de biossurfactantes, atividade antibacteriana,
antifungica foram realizados em triplicata e foram expressos em médias, acompanhadas de seus
respectivos desvios-padrdo. A analise de variancia (ANOVA) foi realizada por meio do
software estatistico Sisvar (Ferreira, 2014) e os graficos da analise de fitotoxicidade foram

gerados no software GraphPad Prism 8.4.3.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Selecéo de cepas pelo teste de Beta-hemdlise

Dentre as cepas testadas, quatro apresentaram halos B-hemoliticos cujos diametros
variaram de 2 a5 cm. A figura 1b demonstra o halo formado por Bacillus subtilis grupo CCMA
0087 a figura 1a, a auséncia desse em Bacillus subtilis grupo CCMA 1340, indicando beta e
gama-hemdlise respectivamente. Na tabela 1, constam as cepas selecionadas de acordo com a
presenca de B-hemolise. No teste de hemdlise em Agar-sangue, comumente aplicado para
selecdo de cepas potencialmente produtoras de biossurfactante, uma zona de compensacgéo
amarela clara ou transparente em torno das colonias bacterianas indica  ou hemdlise completa
das células sanguineas (SOLTANIGHIAS et al.,2019).
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Tabela 1 - Selecdo das cepas potenciais produtoras de biossurfactante
através do teste de beta-hemolise em agar-sangue

Cepa B. subtilis Beta-hemdlise
CCMA 0051 (+)
CCMA 0054 (-)
BAL 0081 (+)
CCMA 0087 (+)
CCMA 0136 (-)
CCMA 0401 (-)
CCMA 0658 (+)
CCMA 1228 (-)
CCMA 1287 (-)
CCMA 1340 (-)

(+) apresentou halo de B-hemolise (-) ndo apresentou halo de f-hemolise

Figura 1 — Teste de hemdlise em Agar sangue

(@) Auséncia de B-hemdlise pela cepa do grupo B. subtilis CCMA 1340.
(b) Halo de B-hemolise formado pela cepa do grupo B. subtilis CCMA 0087
Fonte: Do autor, 2020

3.2 Avaliacdo da producédo de biossurfactante

No ensaio de espalhamento de 6leo, todos os caldos de fermentacdo de Bacillus
subtilis grupo foram capazes de formar halos quando inseridos sobre as gotas de 6leo. Além
disso, os diametros de abertura medidos se encontram na faixa apresentada por Ashita,
Radhakrishnan e Mathew (2020), em que o caldo fermentado de Burkholderia sp. WYAT7
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formou halos que variaram de 34 a 52mm, a depender da fonte de carbono utilizada durante a
fermentacdo. Dentre as bactérias testadas, o caldo livre de células da cepa Bacillus subtilis
grupo CCMA 0087 gerou o halo de maior diametro (43,7 mm). A figura 2a exibe o ensaio de
espalhamento de 6leo realizado com a cepa Bacillus subtilis grupo CCMA 0087.

Figura 2 — Teste de espalhamento da gota e representacdo do indice de
Emulsificacdo (E24)

sjg’

(a) Halo formado em azeite de oliva pelo biossurfactante de CCMA 0087.
(b) Camada de emulsdo formada pelo biossurfactante de BAL 0081 em
biodiesel. Fonte: Do autor, 2020.

Tabela 2 — Avaliacdo da producio de biossurfactantes por meio do indice de Emulsificagéo
(El24) e pelo teste de espalhamento da gota de azeite de oliva.

Sobrenadante das cepas de Indice de(g:"::)'Slflcaan espa;l;;lsr?eiio da
B. subtilis grupo Oleo de soja Oleo diesel gota de azeite
Diametro (mm)
36,77% *
CCMA 0051 SE 26,30 £ 0,16
0,002
40,33% +
BAL 0081 60,79% + 0,007 34,7 £ 0,06
0,006
40,15% +
CCMA 0087 54,85% = 0,003 43,7+0,12
0,002
35,92% *
CCMA 0658 53,17% % 0,003 30,0+£0,10
0,001
32,78% *
LBBMA 155 (Controle) 0.007 52,69% = 0,003 34,3 +£0,40

(SE) Sem emulsificagdo
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Segundo Bosch et al. (1988), indices de emulsificacdo maiores que 40% indicam a
formacdo de emulsGes estaveis. Nesse contexto, os caldos de fermentacdo das cepas Bacillus
subtilis grupo BAL 0081 e CCMA 87 obtiveram os maiores I1E24 em Oleo de soja e 6leo diesel
dentre as cepas testadas, apresentando indices maiores em relagdo a emulsificacdo do 6leo
diesel (Tabela 2). A figura 2b mostra a emulséo formada em tubo com caldo de fermentagao da
cepa Bacillus subtilis grupo BAL 0081 e biodiesel. O IE24 da cepa BAL 0081 atingiu valor
muito préximo ao documentado por Ashita, Radhakrishnan e Mathew (2020), em que o caldo
de de Burkholderia sp. WYAT?7 atingiu 60% de emulsificagdo em querosene.

De acordo com Sifour et al. (2007), os surfactantes bioldgicos podem facilitar o
crescimento de microrganismos em substratos imisciveis na medida em que tornam maior a
area de interface entre 4gua e hidrocarbonetos, o que aumenta a biodisponibilidade desses
compostos. Os biossurfactantes emulsionam 0leos, levando ao aumento da solubilidade desses
em agua por meio da diminuicdo das tensdes superficial e interfacial. Nessa perspectiva, a
capacidade de formar e estabilizar emulsbes é um parametro significativo na avaliacdo da
presenca e qualidade de um agente tensoativo. Além disso, segundo Morikawa, Hirata e
Imanaka (2000), o ensaio de espalhamento de 0leo é um teste capaz de medir a atividade do

tensoativo biologico mesmo quando esse se encontra em baixas concentracfes no caldo.

3.3 Detecc¢ao de Lipopeptideos

A Cromatografia em Camada Delgada foi realizada com o intuito de verificar a
presenca de compostos lipopeptidicos no extrato bruto em metanol. A figura 3 exibe spots
obtidos no presente trabalho, cuja coloracdo e Rf se aproximaram dos resultados obtidos por
Meena et al. (2020) e Li et al (2020) em relacédo a presenca de lipopeptideos. Rfs proximos a
0,8 e 0,75 foram mensurados quando a placa de CCD foi pulverizada com Ninidrina e agua,
respectivamente, o que confirma a natureza lipopeptidica dos biossurfactantes presentes nas
amostras. De acordo com Meena et al., (2020), ao analisar a presenca de tensoativos de natureza
lipopeptidica, manchas violetas ou azuladas indicam a presenca de aminoacidos e, na presenca

de porcéo lipidica, manchas esbranquicadas se formam quando agua é pulverizada.
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Figura 3 — CCD realizada para verificacdo da presenca de
lipopeptideos

Os spots relativos aos extratos brutos de LBBMA155, CCMA 0051,
BAL 0081, CCMA 0087 e CCMA 0658 estdo posicionados nesta ordem
na fotografia. Fonte: Do autor, 2020.

3.4 Inibicéo de patogenos bacterianos

Para avaliar as atividades antibacterianas dos biossurfactantes brutos obtidos das
cepas BAL 0081, CCMA 0051, 0087 e 0658 contra S. Enteritidis S64, E. Coli (EPEC 055) e S.
aureus (ATCC 25923), foram analisadas as porcentagens de inibicdo geradas por diferentes
concentragdes do extrato bruto, que variaram de 50mg/mL a 0,02 mg/mL. A tabela 3 mostra as
médias e seus respectivos desvios-padrdo dos valores obtidos através da equacdo 2.
ConcentracGes abaixo de 0,78 mg/mL dos quatro extratos, frente as trés bactérias, geraram
porcentagens de inibicdo inferiores a 20% e por isso ndo foram acrescentadas na tabela. O
extrato bruto da cepa CCMA 0087 foi 0 Unico dentre os extratos testados capaz de alcangar
uma CIM (25mg/mL) e uma CBM (25mg/mL) da Gram-negativa E.coli EPEC 055.
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Tabela 3 — Porcentagens de inibi¢cdo de crescimento bacteriano obtidas com o
biossurfactante bruto em concentrag0es diferentes (mg /mL).

Cepa ConcentracOes do extrato bruto (mg/ mL)
produtora Microrganismo 50 25 12,5 6,25 3,13 156 0,78
E. coli 28,73 26,97 27,05 26,68 2529 2566 24,93

+155 +231 +204 +£398 +350 0,96 =1,34
CCMA S. Enteritidis 62,59 34,75 18,11 SI Sl Sl Sl
51 +251 +318 =*1,20

S. aureus 65,25 51,27 50,85 48,31 38,42 27,82 23,31
+180 +120 =060 =+*1,80 #1,36 +2,13 =*1,53

E. coli 1397 13,85 1138 892 571 117 SI
+083 +066 =+0,83 =*133 342 +183
BAL S. Enteritidis 49,12 23,46 22,08 SI Sl Sl Sl
0081 +2,67 +093 =+1,66

S. aureus 36,11 18,67 9,86 Sl Sl Sl Sl
+2,13 +0,96 =*1091

E. coli 99,77 99,45* 32,67 27,48 27,95 21,08 17,10

+0,41 059 +248 +196 #0,98 %154 =+
3,64
CCMA S. Enteritidis 86,55 38,39 27,14 250 SI Sl Sl
0087 +0,21 +1,77 +£202 3,73
S. aureus 20,89 18,63+ Sl Sl Sl Sl Sl
+2,08 1,87
E. coli 21,83 19,48 19,25 19,41 17,76 16,98 15,96

+100 +3,78 +245 +143 *116 *141 131
CCMA S. Enteritidis 78,46 42,52 18,82 SI Sl Sl Sl
0658 +1,60 +0,80 0,64

S. aureus 58,23+ 57,52 10,41+ 886 6,61 Sl Sl
3,19 +1,60 0,64 +3,35 0,88

*Indica a CBM e a CIM. Concentragdes que ndo foram capazes de inibir o crescimento (SI).

Os extratos de BAL 0081, CCMA 0051 e CCMA 0658 ndo obtiveram valores
relativos a CIM e CBM para as trés bactérias testadas, como pode ser verificado na tabela 3.
Porém, todos os biossurfactantes brutos mostraram porcentagens de inibicdo em que foi
possivel perceber limitagdo do crescimento em relacdo ao valor obtido pelos controles positivos
dos trés patdgenos. O fato do teste ter sido executado utilizando um extrato bruto ao invés de
um produto purificado parcialmente pode ter interferido na ndo ocorréncia de CIM e CBM, em

razdo das menores concentracOes de biossurfactante contidas no extrato. Garg, Priyanka e
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Chatterjee (2018), ao testarem o biossurfactante bruto de Candida parapsilosis em uma faixa
de concentragéo que variou de 50 a 5 mg/mL, constataram atividade antibacteriana contra cepa
de E. coli e S. aureus na faixa de 25 a 50 mg ml/L, valores que se assemelham a inibi¢do de
E.coli demonstrada neste trabalho.

Peptideos antimicrobianos tém potencial contra uma ampla gama de bactérias
patogénicas Gram-positivas e Gram-negativas. Tal potencial inclui bactérias resistentes aos
antibidticos tradicionais e isso se deve ao modo de acdo baseado na ruptura de membranas
(PARK; PARK; HAHM, 2011). Essas biomoléculas estabelecem interagdo com as
biomembranas das células alvo, ocasionando lise e morte celular (Clausell et al., 2007). Em
membranas bacterianas de E. coli, polimixina B, um lipopeptideo ciclico catidnico, ocasiona
permeabilizacdo das membranas externas e despolarizacdo das membranas citoplasmaticas,
levando a dissipacdo dos gradientes ionicos (Daugelavicius et al., 2000). Simulagdes de
Dinamica Molecular sugerem que esse lipopeptideos se insere de forma profunda na membrana
interna, levando a um aumento das taxas de hidratacdo, 0 que causa a permeabilidade da
membrana bacteriana (Berglund et al. 2015).

Altos potenciais antibacterianos de biossurfactantes peptidicos catiénicos foram
relatados até entdo, principalmente contra Gram-positivas. A menor atividade inibitoria desses
compostos contra Gram-negativas € atribuida a carga negativa da membrana externa dessas
bactérias, que, quando ligada ao peptideo catiénico, pode impedir o transporte desse em dire¢édo
a membrana citoplasmatica interna (HAMOUDA; BAKER, 2000). Entretanto, ha descricao de
mecanismo baseado em interacfes eletrostaticas que enfraquecem a membrana externa e
possibilitam acesso a membrana interna, exercidos por lipopeptideos como as polimixinas
(DERIS et al., 2014).

3.5 Potencial da atividade antifungica

Para avaliar o potencial antifungico dos extratos brutos de BAL 0081 e CCMA
0051,0087 e 0658 contra F. oxysporum CML 1875, F. verticillioides CML 2743, F. paranaense
CML 1830, A. westerdijkiae CCDCA 11469, A. carbonarius CCDCA 10507 e A. ochraceus
CCDCA 10490, foram realizados os testes de difusdo em agar e microdiluicdo em caldo. No
primeiro, foi verificado através da equacdo 4 que os biossurfactantes brutos de Bacillus subtilis
grupo BAL 0081 e CCMA 0087 apresentaram maiores taxas de inibicdo contra as espécies de
Fusarium e de Aspergillus. Nas espécies de Fusarium, a maior inibigdo foi notada na cepa F.

paranaense CML 1830, quando exposta ao extrato bruto de Bacillus subtilis grupo BAL 0081
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(figura 4). Emrelagéo aos Aspergillus, A. ochraceus CCDCA 10490 foi a cepa cujo crescimento

teve maior limitacdo por BAL 0081, como pode ser conferido na tabela 5.

Figura 4 — Inibigdo do crescimento de F. paranaense CML 1830 quando
exposto ao extrato bruto de BAL 0081.

(a) Crescimento do fungo néo tratado com biossurfactante (controle)
(b) Fungo cujo crescimento foi inibido em 35,53%. Fonte: Do autor, 2020

Tabela 4 — Atividade antifungica do biossurfactante produzido pelas cepas CCMA 51,81,87 e
658, obtida pelo teste de difusdo em agar.

Inibicdo do crescimento fungico (%)
Cepas do grupo B. FO FV FP AW AC AO
subtilis
CCMA 0051 1,73 Cc 1,67 Cc 2,63 Bc 15,65Ba | 12,42Ca | 7,14Bb
+1,50 +1,91 +2,28 +2,36 +1,13 +2,38
BAL 0081 24,67Ac | 23,33Ac | 35,53Aa | 23,40Ac | 27,45Ab | 27,78Ab
+2,60 +2,89 +2,30 +1,19 +3,40 +1,37
CCMA 0087 20,78Bb | 25,00Aa | 8,77Bc | 19,52Bb | 20,26Bb | 26,98Aa
+2,25 +1,25 +1,51 +2,36 +1,36 +2,75
CCMA 0658 2,60 Cb 5,83 Bb 3,50 Bb 9,52 Ca 11,11Ca | 3,96 Bb
+1,30 +0,72 +0,75 +2,35 12,26 +1,37

As médias seguidas por letras mintsculas distintas na mesma linha e maitsculas na mesma coluna diferem umas
das outras pelo teste de Skott-knott (p < 0,05). FO: F. oxysporum CML 1875; FV: F. verticillioides CML 2743;
FP: F. paranaense CML 1830; AW: A. westerdijkiae CCDCA 11469; AC: A. carbonarius CCDCA 10507; AO:
A. ochraceus CCDCA 10490

Em relacdo ao teste de microdiluicdo em caldo, ndo foram obtidos valores capazes de
representar completa inibicdo de acordo com a equacdo 3 (SEN; BORAH; DEKA, 2020)
Assim, para a possivel obtencdo de valores correspondentes a CIM, a aplicacdo de

concentragcdes mais altas de extrato bruto ou a extragdo desses com solventes seriam requeridas.
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No estudo de Zouari et al (2016), o precipitado acido contendo lipopeptideos de Bacillus
amyloliquefaciens CEIZ-11 foi extraido trés vezes com metanol antes de ser utilizado no testes
de inibicdo antiflngica de microdiluicdo em caldo. Os autores documentaram valores de CIM
de 156 a 9,8 ng/mL contra Fusarium oxysporum e Aspergillus niger.

Contudo, diferentes porcentagens de inibicdo do crescimento foram notadas neste
trabalho. Na concentragdo de 50mg/mL, o extrato bruto da cepa BAL 0081 exibiu maior
porcentagem de atividade contra as trés espécies de Fusarium testadas, com destaque para F.
panaense, que teve seu crescimento inibido em 50,54% em relacdo ao controle positivo.
Fusarium paranaense sp. nov. € membro do complexo de espécies de Fusarium solani,
causadoras de infecgBes em raizes de soja [Glycine max (L.) Merr]. Costa et al., (2015)
descreveram Fusarium paranaense sp. nov e associaram a espécie a podriddo radicular da soja
em diferentes regides de producdo no Brasil. O presente trabalho € o primeiro a realizar teste
antimicrobiano in vitro contra Fusarium paranaense sp. nov, utilizando um biossurfactante
bruto capaz de limitar o crescimento do fitopatdgeno nos testes de difusdo em agar e
microdiluicdo em caldo.

Em relacdo as espécies de Aspergillus, as maiores porcentagens de inibicdo foram
notadas em A. ochraceus pelos extratos brutos de B. subtilis grupo BAL 0081 e CCMA 0087,
correspondendo a 55,14% e 65,24%, respectivamente (Tabela 5). Biossurfactantes
lipopeptidicos podem inibir o crescimento de fungos toxigénicos causando danos em suas
membranas. Tais danos podem ocasionar distdrbios metabdlicos que suprimem a biossintese de
micotoxinas (HU et al., 2009). Em Jiang et al. (2017)., lipopeptideos de B. subtilis exibiram
potencial inibitorio no crescimento de Aspergillus carbonarius e na producéo de ocratoxinas
por esse fungo durante o processo de vinificagdo. Além disso, os biossurfactantes foram mais
eficientes em inibir esse fungo, quando comparados ao controle quimico feito com didxido de
enxofre. Estudos como esse indicam a alta aplicabilidade de peptideos antimicrobianos como

agentes de biocontrole na industria alimenticia.



Tabela 5 — Porcentagens de inibi¢do de crescimento fungico obtidas com o
biossurfactante bruto em concentragdes diferentes (mg/mL).

Cepa ConcentracOes do extrato bruto (mg/mL)
produtora  Microrganismo 50 25 125 6,25 3,13 156 0,78
A. carbonarius 27,96 23,41 17,13 14,00 12,17 8,41 7,27
+0,32 +241 0,90 +0,88 *1,48 0,47 0,30
CCMA A.ochraceus 40,10 35,60 30,17 29,53 25,83 24,44 19,65
0051 +1,49 +0,60 +0,82 £0,70 +1,60 1,29 2,14
A. westerdijkiae 28,04 27,38 26,82 20,84 19,56 18,82 15,51
0,26 +0,40 2,62 +251 3,30 3,29 4,21
F. oxysporum 33,69 13,05 10,25 6,78 3552 2,89 SI
+3,18 1,77 +2,78 +0,59 %293 +1,38
F. paranaense 21,66 11,23 Sl Sl Sl Sl Sl
0,71 1,05
F. verticillioides 22,97 10,56 2,88 0,96 Sl Sl Sl
+2,05 5,72 +2,36 1,07
A. carbonarius 48,71 34,76 34,99 29,30 21,57 11,42 5,15
0,33 +0,47 0,79 0,33 #2,15 +2,30 1,21
BAL A.ochraceus 55,14 49,23 46,48 42,11 36,56 34,40 31,01
0081 2,17 0,62 0,53 1,27 0,72 0,75 0,69
A. westerdijkiae 52,97 35,63 20,34 20,00 12,09 1,89 SI
+1,44 1,75 +1,95 +0,50 £1,60 +1,59
F. oxysporum 41,20 25,48 14,76 4,61 4,03 4,37 3,75
+0,51 +1,63 1,37 0,86 £1,00 0,73 0,76
F. paranaense 50,54 26,75 15,10 525 2,38 1,81 1,63
10,08 +1,88 1,23 +2,32 £1,05 0,15 0,96
F. verticillioides 4550 20,56 18,97 16,98 16,58 16,47 16,24
10,60 1,71 0,84 +1,39 #155 3,59 +1,45
A. carbonarius 57,54 47,40 3536 32,12 8,88 SI Sl
10,24 0,28 +1,01 0,24 0,88
CCMA A.ochraceus 65,24 57,25 47,15 4291 41,97 30,56 16,95
0087 0,70 0,31 0,31 0,56 0,25 0,21 0,55
A. westerdijkiae 50,36 40,55 37,00 36,88 34,78 20,40 SI
+0,63 0,83 1,10 +0,45 1,23 +3,08

57
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F. oxysporum 28,20 28,67 28,62 21,44 21,17 19,55 13,31
+1,02 +1,88 +1,33 0,87 *0,95 2,82 +1,79

F. paranaense 26,63 17,00 9,39 7,30 6,47 556 SI
+1,03 0,36 +0,48 0,79 0,60 0,12

F. verticillioides 43,61 24,56 23,39 20,56 16,78 13,00 10,94
+0,92 +1,71 +350 +2,08 *1,29 2,09 215

A. carbonarius 1586 843 469 322 152 Sl Sl
+0,42 +1,17 +0,73 +0,38 +0,49

CCMA A.ochraceus 25,23 16,34 12,63 9,94 716 6,12 6,01
0658 +248 +0,92 +0,65 +2,21 +0,38 0,82 =+0,44

A. westerdijkiae 32,15 28,33 25,10 24,24 24,64 23,72 21,34
+0,57 *2,65 +0,86 +0,91 *1,29 +240 1,62

F. oxysporum 25,28 22,28 15,06 11,79 843 6,35 4,51
+0,72 +1,64 *166 1,73 +1,32 +231 +1,25

F. paranaense 37,15 19,49 16,59 1591 16,62 14,43 12,09
+0,86 1,26 +1,32 +1,70 #1,94 181 2721

F. verticillioides 14,99 5,00 SI Sl Sl Sl Sl
+2,64 +1,16

ConcentracBes que ndo foram capazes de inibir o crescimento (SI).

De acordo com Raaijmakers et al. (2010), a perturbacdo da integridade das
membranas celulares por peptideos antimicrobianos leva a lise celular de varios estagios da
vida fungica, como micélios, conidios ou zodsporos. Os mecanismos acerca da atividade
antifangica ainda estdo sendo estabelecidos, porém, acredita-se que os surfactantes biolégicos
estabelecam interacdo com o0s constituintes lipidicos das membranas, alterando a
permeabilidade e a integridade dessas, através da formacdo de poros e canais idnicos. (MNIF
et al., 2015).

3.6 Anédlise de Fitotoxicidade
A fim de testar a fitoxicidade dos biossurfactantes brutos de B. subtilis grupo BAL

0081 e CCMA 0087, bioprodutos que apresentaram maior atividade contra os fungos

fitopatogénicos testados, o teste de indice de germinacdo proposto por Tiquia et al. (1996) e
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Santos et al. (2017) foi aplicado. As figuras 5 e 6 mostram as medi¢cOes obtidas a partir da
Germinagio Relativa de sementes (Eq. 5) e Comprimento relativo de raizes (Eq. 6). O indice
de germinacdo das sementes tratadas com extrato bruto de CCMA 0087 foi de 98,90%,
enquanto obteve-se, a partir do extrato bruto de BAL 0081, 110% de indice de Germinagéo

(Eq. 7).

Figura 5 — Medidas do comprimento das raizes em cm de Lactuca sativa
var. Verbnica, ap0s tratamento das sementes com 0s extratos
brutos de BAL 0081 e CCMA 87.
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Figura 6 — Porcentagem de germinacgéo das sementes de Lactuca sativa
var. Veronica, submetidas ao tratamento com os extratos
brutos de BAL 0081 e CCMA 87.
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A natureza fitotdxica de muitos compostos pode ser testada avaliando a inibi¢do de
germinacdo de sementes e o alongamento de raizes. De acordo com Munzuroglu e Geckil
(2002), a avaliacdo desses parametros configura um teste de fitotoxicidade aguda rapido e
amplamente utilizado, cujas vantagens sdo a sensibilidade, simplicidade, baixo custo e
adequacdo para produtos quimicos e outros tipos de amostras. Nesse contexto, a Lactuca sativa
L. (alface) é um dos organismos-teste mais empregados para avaliagdo a fitotoxicidade e a
citogenotoxicidade de produtos quimicos e biolégicos (ANDRADE; DAVIDE; GEDRAITE,
2010). Das e Kumar (2019) apresentam resultados semelhantes no que tange a auséncia de
fitotoxicidade em sementes. A germinacdo de sementes de trigo foi superior a 80% em
concentragdes crescentes de biossurfactante bruto de Bacillus safensis J2.

Considerando que um Indice de Germinago de 80% foi utilizado como indicador de
auséncia de fitotoxicidade por Tiquia, Tam e Hodgkiss (1996), os resultados deste trabalho
demonstram que os extratos brutos de B. subtilis grupo BAL 0081 e CCMA 87 ndo exerceram

efeitos inibitorios na germinagdo das sementes na concentragdo de 50mg/mL.

4 CONCLUSAO

As cepas BAL 0081 e CCMA 0087 produziram biossurfactantes em glicerol residual,
substrato de baixo custo e abundante na industria do Oleo diesel. Os extratos brutos desses
biossurfactantes, obtidos a partir de uma Unica operacdo unitaria, exibiram atividade
antibacteriana, bactericida e antifungica contra bactérias patogénicas e fungos fitopatogénicos.
Além disso os biotensoativos, quando submetidos ao teste de fitotoxicidade na concentracao
testada, ndo inibiram a germinacao do organismo-teste na concentracéo aplicada.

Dessa maneira, verifica-se o potencial desses bioprodutos como antimicrobianos de
amplo espectro ecoldgicos e de baixo custo, que poderiam ser aplicados como agentes de
biocontrole seguros. Para aprimorar o0 estudo, a caracterizacdo quimica dos biossurfactantes
produzidos, utilizando ferramentas sensiveis como a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
e a Ressonancia Magnética Nuclear sdo desejaveis, o que tornaria possivel a determinacdo da
concentracdo e da natureza da moléculas bioativas. Alem disso, é também importante conhecer
a identidade dos Bacillus produtores dos peptideos microbianos, tracando o perfil de acidos

graxos desses microorganismos.
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