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RESUMO

Os biossurfactantes sdo moléculas anfifilicas com grande potencial de aplica¢do na industria
da biotecnologia, superando os surfactantes sintéticos em termos de sustentabilidade,
degradabilidade, reducdo na toxicidade e resisténcia a diferentes temperaturas, pH e
salinidade. Os microrganismos encontrados em ambientes antrépicos de condigdes extremas
apresentam potencial para sintetizar tais moléculas de interesse biotecnologico devido sua
capacidade de suportar condi¢des extremas. Nesse sentido, o presente estudo teve como
objetivo avaliar a producdo de biossurfactantes por Serratia nematodiphila, Sphingomonas
paucimobilis e Microbacterium hydrothermale isolados de painéis fotovoltaicos. Apos a
confirmacdo da sintese por M. hydrothermale, a producao foi otimizada por meio de um
experimento fatorial completo, no qual a cepa escolhida produziu uma molécula com baixa
capacidade emulsificante, mas com propriedades de reducdo de tensdo superficial de 72
mN.m" para 34,20 mN.m". O monitoramento do processo incluiu analises de crescimento
celular, consumo de agtcares, reducao da tensao superficial e pH, evidenciando a produgao do
biossurfactante predominantemente na fase estaciondria de crescimento e uma produtividade
de 9,93 gL' ao final das 120 horas de fermenta¢do. Testes adicionais demonstraram a
capacidade de emulsificagdo da molécula com 6leos minerais variando entre 4,59% e 6,82%.
Em seguida, andlises fisico-quimicas apontaram a produ¢do de um biossurfactante anidnico
de natureza fosfolipidica com concentragdo micelar critica de 3% (30 g.L"), resultado
positivo para colapso de gota, alta capacidade proporcionar maior molhabilidade de
superficies e espalhamento de 6leo com diametro da zona clara de 4,7 cm. Foi determinada a
estabilidade da molécula dentro do intervalo de temperatura de 20 a 70°C em pH neutro e
concentragio de NaCl até 10 gL'. Anélises adicionais confirmaram a natureza
glicofosfolipidica do biossurfactante produzido com concentragdo total de agucares da
molécula como 24,05%, enquanto a estimativa dos lipidios totais de 75,95%. Por fim, os
principais grupos funcionais -OH, C=0, C=C, —CH,, C—O—-C e anéis aromaticos presentes
na estrutura do biossurfactante foram determinados a partir de uma analise semi-estrutural em

FTIR.

Palavras-Chave: Biossurfactante; Glicofosfolipidico; Microbacterium hydrothermale;

Otimizacao; Tensoativo; Triagem.



ABSTRACT

Biosurfactants are amphiphilic molecules with great potential for application in the
biotechnology industry, surpassing synthetic surfactants in terms of sustainability,
degradability, reduced toxicity and resistance to different temperatures, pH and salinity.
Microorganisms found in extreme anthropogenic environments have the potential to
synthesize such molecules of biotechnological interest due to their ability to withstand
extreme conditions. In this sense, the present study aimed to evaluate the production of
biosurfactants by Serratia nematodiphila, Sphingomonas paucimobilis and Microbacterium
hydrothermale isolated from photovoltaic panels. After confirmation of the synthesis by M.
hydrothermale, production was optimized through a full factorial experiment, in which the
chosen strain produced a molecule with low emulsifying capacity, but with surface tension
reduction properties from 72 mN.m™ to 34.20 mN.m"'. Process monitoring included analyses
of cell growth, sugar consumption, reduction of surface tension and pH, evidencing the
production of the biosurfactant predominantly in the stationary growth phase and a
productivity of 9.93 gL' at the end of the 120 hours of fermentation. Additional tests
demonstrated the emulsification capacity of the molecule with mineral oils ranging from
4.59% to 6.82%. Subsequently, physicochemical analyses indicated the production of an
anionic biosurfactant of phospholipid nature with a critical micellar concentration of 3% (30
g.L"), positive result for drop collapse, high capacity to provide greater surface wettability
and oil spreading with a clear zone diameter of 4.7 cm. The stability of the molecule was
determined within the temperature range of 20 to 70°C at neutral pH and NaCl concentration
up to 10 g.L'. Further analysis confirmed the glycophospholipid nature of the produced
biosurfactant with total sugar concentration of the molecule as 24.05%, while the total lipids
estimate was 75.95%. Finally, the main functional groups —-OH, C=0, C=C, —-CH,, C-O-C
and aromatic rings present in the biosurfactant structure were determined from a

semi-structural analysis in FTIR.

Keywords:  Biosurfactant;  Glycophospholipidic;  Microbacterium  hydrothermale;
Optimization; Screening; Surfactant.
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1 INTRODUCAO

Os biossurfactantes sdo moléculas anfifilicas que possuem a capacidade de reduzir a
tensdo superficial e atuar como emulsificantes eficientes (Massarweh & Abushaikha, 2020;
Farias et al., 2021). Sua producao tem se tornado cada vez mais relevante comercialmente
devido a ampla aplicagdao no setor industrial (Marinho et al., 2022; Silva et al., 2022). Estes
compostos se destacam por sua alta degradabilidade, baixa toxicidade e resisténcia a
condi¢des extremas, com variagdes significativas de temperaturas, salinidade e pH (Tang et
al., 2017; Rovina et al., 2018; Liu et al., 2020; Kumar ef al., 2021). Desse modo, a eficiéncia
na producao de biossurfactantes ¢ fortemente dependente da otimizagdo do processo, a qual
pode ser significativamente aprimorada por meio de técnicas estatisticas avancadas (Silva et
al., 2018).

Existem diversas espécies de microrganismos capazes de sintetizar diferentes
biossurfactantes (Ribeiro et al., 2020). Neste caso, destaca-se o grupo de bactérias como
produtores desses metabolitos (Hajfarajollah et al., 2018). Esses microrganismos, quando
encontrados em ambientes extremos antropicos, como painéis fotovoltaicos, apresentam um
potencial tecnologico notdvel devido a sua diversidade microbiana capaz de suportar
condigdes extremas de irradiacdo solar, flutuagdes térmicas e efeitos dessecantes (Moura, et
al., 2021; Moura, 2021). Devido aos seus pigmentos, resisténcia a radiagdo e dessecacao,
esses microrganismos costumam sintetizar metabdlitos de interesse biotecnologico (Tanner et
al.,2019; Schultz & Rosado, 2020).

No atual campo da biotecnologia, as dificuldades para aplicagdo industrial podem ser
atribuidas aos microrganismos de produ¢do, que por vezes sdo frageis a contaminagdo por
outros organismos e exigem condicdes de cultivo especificas (Chen & Jiang, 2018). Assim, os
biossurfactantes produzidos por extremofilos parecem depender especificamente do uso de
substratos abundantes e baratos para otimizag¢dao das condigdes operacionais de cultivo, uma
vez que tém adaptagdes particulares para manter a estabilidade em ambientes opostos
(Makkar et al., 2011; Barakat et al., 2017).

A andlise de artigos de pesquisa publicados entre 2019 e 2024 nas bases de dados Web
of Science e Google Scholar, realizada entre outubro e novembro de 2024, utilizando as
palavras-chave (“Microbacterium hydrothermale” AND “Biosurfactant”), (“Microbacterium”
AND  “Biosurfactant™),  (“Sphingomonas  paucimobilis” AND  “Biosurfactant”),
(“Sphingomonas” AND “Biosurfactant”), (“Serratia nematodiphila” AND “Biosurfactant”) e

(“Serratia AND “Biosurfactant”), resultou na identificagdo de apenas cinco artigos que



analisam a atividade surfactante da espécie S. mematodiphila. Nao foram encontrados
trabalhos sobre M. hydrothermale ¢ S. paucimobilis no periodo considerado. Ao considerar
apenas os géneros, foram encontrados 14 trabalhos sobre Microbacterium, 15 sobre

Sphingomonas e 42 sobre Serratia (Figura 1).

Figura 1 - Numero de trabalhos encontrados no periodo de 2019-2024 com o género e

espécie das cepas selecionadas.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Estudos apontam que a bactéria gram-negativa Serratia nematodiphila demonstrou
produzir biossurfactante de natureza glicolipidica com um indice de emulsdo de 86,60% e
capacidade de reduzir a tensdo superficial para 28 mN.m' (Panjiar et al, 2020).
Similarmente, a cepa Sphingomonas paucimobilis, uma bactéria gram-negativa, ¢ capaz de
produzir um biossurfactante com um indice maximo de emulsdo de 57% em petroleo, porém
sem informacdes sobre a reducdo da tensdo superficial (Ibrahim et al., 2013).

ApoOs revisdo da literatura pode-se afirmar que estudos sobre a produgdo de
biossurfactantes pela bactéria aerdbia gram-positiva Microbacterium hydrothermale ainda
sdo escassos. Pesquisas de Ganbat et al. (2023) e Lima et al. (2017) indicaram a capacidade
de cepas do género Microbacterium de metabolizar esses compostos. Estudos mostram

variagdo nos indices de emulsdo dentro do género, com valores entre 5% a 70%, dependendo



da fonte hidrofébica, e uma redugio da tensdo superficial entre 58 ¢ 34,60 mN.m™" (Lima et
al., 2017; Tripathi et al., 2020; Akbari et al., 2020). Portanto, s3o necessarios mais estudos
sobre a capacidade de M. hydrothermale em produzir biossurfactantes.

Dessa forma, o presente estudo visa a triagem, caracterizacao e avaliagdao da producao
de biossurfactantes por bactérias isoladas de painéis fotovoltaicos, determinar as propriedades
fisico-quimicas da molécula e avaliar a estabilidade do biossurfactante em diferentes

temperaturas, pH e salinidade.

2 OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar a producdo de biossurfactantes por bactérias isoladas de painéis fotovoltaicos.

2.2. Objetivos Especificos

*Realizar uma triagem de producao;

+Selecionar as variaveis com melhores resultados;

*Otimizar a produgdo de biossurfactante;

- Caracterizar quimicamente o biossurfactante produzido pela cepa selecionada;

* Avaliar a estabilidade do biossurfactante em diferentes temperaturas, pH e salinidade.

3 MATERIAIS E METODOS

A Figura 2 apresenta o fluxograma detalhado da metodologia proposta, que visa a
produgdo e caracterizagdo de biossurfactantes utilizando os microrganismos Sphingomonas
paucimobilis, Serratia nematodiphila e Microbacterium hydrothermale. O estudo iniciou-se
com a padronizacdo do inoculo e a realizagdo de fermentagdes em diferentes meios por 72,
120 e 168 horas, sob agitacdo de 200 rpm a 30°C. Apos a selecdo da cepa com base nos
resultados de indice de emulsdo e reducdo da tensdo superficial, a fermentacdo foi conduzida
em condigOes otimizadas, monitorando-se o crescimento microbiano, consumo de agucares,
variacao de pH e a eficiéncia na reducdo da tensdo superficial. A extragdao do biossurfactante
foi seguida por uma caracterizagdo fisico-quimica abrangente, incluindo a determinagdo da
concentragdo micelar critica, carga ionica, capacidade de dispersdao de 6leo, molhabilidade,

colapso de gota e a estabilidade térmica, salina e de pH. Finalmente, a molécula foi submetida



a uma semi-purificacdo e a caracterizacdo parcial, visando compreender sua natureza e

propriedades.

Figura 2 — Fluxograma de Ensaios de Producdo, Analise das Propriedades Fisicas,

Caracterizacao Parcial e Estabilidade do Biossurfactante.
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3.1. Ensaios de Producao de Biossurfactantes
3.1.1. Selecao de variaveis

Para realizacdo dos ensaios de producao de biossurfactantes, foram selecionadas trés
variaveis visando o aprimoramento das condi¢des de cultivo e dos componentes do meio de
cultura: tempo, meio de cultura e cepa bacteriana.

As bactérias Serratia nematodiphila (PS1-26), Sphingomonas paucimobilis (PSI-15) e
Microbacterium hydrothermale (PSR-33) foram previamente isoladas de painéis fotovoltaicos
instalados nos municipios de Itatiba e Sorocaba e identificadas molecularmente por Moura
(2021). Os meios de cultura foram escolhidos com base em estudos sobre a producgdo de
biossurfactantes por cepas do mesmo género das selecionadas. Por fim, os niveis de tempo da

fermentagdo seguiram o proposto por Azevedo (2024).



Em seguida, foi realizada triagem com base em planejamento fatorial completo,
levando em consideragdo as varidveis tempo, cepa e meio (Tabela 1). As variaveis analisadas
incluiram a porcentagem do indice de emulsdo e a capacidade de reduzir a tensao superficial,
em mN.m". Com o intuito de identificar ndo-linearidades, foram incluidos pontos centrais
com trés repetigdes e trés réplicas para cada ponto de extremidade, totalizando 81
experimentos.

Os resultados foram avaliados por meio de Anélise de Variancia (ANOVA) utilizando
um software de analises estatisticas, com um intervalo de confianca de 95%. Os dados foram
entdo aplicados em uma ferramenta de otimizagdo de respostas para determinar as condigdes

que proporcionaram a maior emulsdo e a maior reducao da tensdo superficial.

Tabela 1 — Variaveis independentes e niveis de variagao.

Variaveis Niveis de Variagao
Tempo (h) 72 120 168
Cepas Serratia Sphingomonas Microbacterium
p Nematodiphila paucimobilis hydrothermale
Meio de Cultura Meio Bushnell-Haas M9 Minimal Salts Meio Mineral
(Abouseoud et al., 2008) (Trudgeon et al., 2020) (Lima et al., 2017)

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.1.2. Padronizaciao do In6culo

As cepas bacterianas foram cultivadas individualmente em Agar Triptona de Soja
(TSA) por 48 horas em estufa bacteriologica a 35°C. Apds esse periodo, uma alca calibrada
de 10 pL foi utilizada para transferir a colonia para 10 mL de caldo nutriente em um frasco
Erlenmeyer de 500 mL contendo 200 mL de meio (Hudson et al., 1987). O indculo foi
incubado por 48 horas a 30°C com agitagdo de 150 rpm em incubadora com agitagao orbital.
Em seguida, a amostra foi centrifugada a 7000 rpm para coletar a biomassa microbiana, a qual
foi ressuspendida em solugdo salina estéril (0,85%) para padronizagdo. A absorbancia foi
medida e ajustada para 1,0 a 600 nm. Para os ensaios de produgdo de biossurfactante, foram

inoculados 10% da suspensao para 90% de meio (Marcelino et al., 2019).



3.1.3. Meio de Cultura

Os meios de cultivo testados para a producdo de biossurfactantes foram: (1)
Bushnell-Haas, conforme a metodologia descrita por Abouseoud et al. (2008), contendo a
seguinte composi¢do em g.L': 2.2, Na,HPO,; 0.01, FeSO, - 7H,0; 0.05, NaCl; 1.4, K,HPO,;
0.02, CaCl, e 0.6, MgSO, - 7TH,0, suplementado com 5 mL da solucdo estoque contendo em
g.L": 0.56, H;BO;; 0.42, CoCl, - 6H,0; 1.0, CuSO, - 5H,0; 1.78, MnSO, - 4H,0; 0.39,
Na,MoO, - 2H,0; 2.32, ZnSO, - 7H,0; 1.0, EDTA; 0.004, NiCl, - 6H,0 e 0.66 KI. (2) M9
Minimal Salts (Trudgeon et al., 2020), constituido de (g.L'): 64, Na,HPO, - 7H,0; 15,
KH,PO,; 2.5, NaCl; 5, NH,CI e 6leo de soja estéril (2%) como fonte de carbono. (3) meio
proposto por Lima et al. (2017), constituido por (g.L™"): 0.5, MgSO, - 7H,0; 1, KH,PO,; 3,
NaNO;; 1, extrato de levedura; 0.3, peptona, com pH de 6,8, e glicose a 1.0% como fonte de
carbono.

Todas as fermentagdes foram conduzidas em Erlenmeyer de 500 mL, em que 250 mL de
meio reacional foram adicionados e acondicionados em incubadora orbital, com agita¢do de
200 rpm e temperatura em 30°C (Hudson ef al., 1987). Durante o processo, foram coletadas
aliquotas de 10 mL para analise do indice de emulsdo e tensao superficial.

As amostras contendo 10 mL das fermentacdes realizadas com meio M9 Minimal Salts
foram submetidas a extragdo com 2 mL de hexano e, em seguida, centrifugadas a 7800 rpm, a
24°C, por 5 minutos, para a retirada do 6leo de soja residual.

Posteriormente, todas as demais amostras das fermentacdes foram centrifugadas a 7800

rpm, a 4°C, por 20 minutos, para se obter o sobrenadante (Das & Kumar, 2018).

3.1.4. Indice de Emulsio

Para a analise do indice de emulsdo, 6leo de soja e querosene foram utilizados como
fontes hidrofébicas. Em tubos de ensaio de 10 mL foram combinados 1 mL de fonte
hidrofébica com 1 mL do sobrenadante obtido. Essa mistura foi agitada no vortex por 2
minutos e deixada em repouso por 24 horas em temperatura ambiente. O valor final do indice
de emulsdo foi entdo calculado como a relacdo entre a altura da camada emulsificada e a

altura total da camada (Cooper & Goldenberg, 1987).

3.1.5. Extracao do Biossurfactante

Para a extracdo do biossurfactante, trés por¢des de acetona a -15°C foram adicionadas

a uma por¢ao do sobrenadante e mantidas a 4°C por 24 horas. O biossurfactante foi entdo



recuperado por precipitagdo apds centrifugacdo por 10 minutos a 2000 rpm e seco sob um
fluxo de ar quente em um forno de esterilizagdo a uma temperatura de 60°C (Pruthi &

Cameotra, 2003).

3.1.6. Tensao Superficial

A tensdo superficial foi analisada com o biossurfactante extraido através do método de
gota pendente em micro seringa, em um medidor de angulo de contato modelo Ramé-Hart
250 standard (Pruthi & Cameotra, 2003). A gota foi fotografada com auxilio do software
DROPimage Advanced e a tensdo foi mensurada através do software IMAGEJ (Daerr &
Mogne, 2016). Outra metodologia utilizada, embora menos precisa, foi a técnica de analise de
peso de gota, adaptada de Lee et al. (2009), empregada nos testes de estabilidade e

concentracdo micelar critica.

3.2. Monitoramento das Produ¢oes de Biossurfactante Otimizadas

Durante o monitoramento, foram coletadas amostras para analise do crescimento
microbiano pelo método de biomassa seca (Sharma et al., 2019a), consumo de agucares pelo
método do 4cido 3-amino-5-nitrosalicilico (DNS) (Miller, 1959), tensao superficial (Pruthi &
Cameotra, 2003; Daerr & Mogne, 2016), pH por meio de um pHmetro (Almeida & Nohama,

2006) e produtividade de biossurfactante pelo método gravimétrico (Kanna et al., 2014).

3.3. Analises das Propriedades Fisicas do Biossurfactante

Para as analises das propriedades fisicas do biossurfactante, foi medido o indice de
emulsdo utilizando o sobrenadante combinado com fontes hidrofobicas vegetais (6leos de
soja, canola, milho e oliva) e minerais (6leo de motor e diesel, querosene e parafina liquida).
As propriedades fisico-quimicas foram feitas utilizando o biossurfactante extraido para avaliar
sua carga i6nica (Meylheuc, Van Oss & Bellon-Fontaine, 2001), o espalhamento de o6leo
(Morikawa, Hirata & Imanaka, 2000) e o colapso de gota (Youssef et al., 2004; Nayak et al.,
2020). Além disso, a molhabilidade e a concentracdo micelar critica (CMC) foram medidas
por meio do angulo de contato e da tensdo superficial de diferentes concentragdes do
biossurfactante bruto (107 — 5,0%) (Pathak & Keharia, 2014; Daerr & Mogne, 2016; Hasan,
Saxena & Pandey, 2018). O valor de CMC foi determinado como g.L™! de biossurfactante.



Por fim, a natureza do biossurfactante foi determinada através de trés testes (Jamal,
Nawawi & Alam, 2012): Teste de agar CTAB/azul de metileno, para indicacdo da produgao
de glicolipidios; Teste de Biureto, para detectar biossurfactante lipopeptidico; e Teste de

Fosfato, que indica a presenca de biossurfactante fosfolipidico.

3.4. Determinacio da Estabilidade do Biossurfactante

Para avaliar a estabilidade do biossurfactante produzido durante o processo de
otimizagdo foi adotada a metodologia de Araujo et al. (2020) na qual foi utilizado o indice de
emulsdo apos 24h, com querosene como fonte de hidrocarbonetos, e a tensdo superficial.
Ambos os métodos foram aplicados seguindo a metodologia descrita nos itens 3.1.4 e 3.1.6,
respectivamente.

O biossurfactante obtido ao final do ensaio foi submetido a um estudo de estabilidade
em relagdo a temperatura, com variagoes de -4, 10, 20, 40, 50, 60, 70, 80 e 100°C, utilizando
um banho-maria, por um periodo de 60 minutos, além de 121°C por 20 minutos. A
estabilidade foi avaliada apds o retorno a temperatura ambiente. Quanto a salinidade,
diferentes concentra¢des de NaCl (0, 2.5, 5, 10, 20, 25, 50 ¢ 100 g.L") foram adicionadas ao
biossurfactante em proporcao 1:1, agitadas em vortex por 1 minuto e deixadas em repouso por
30 minutos, a temperatura ambiente, para analise de estabilidade (Barros, 2008; Verma et al.,
2020).

Por fim, o pH do biossurfactante foi ajustado para 2, 4, 6, 8, 10 e 12, adicionando
solugdes de NaOH 1 M e HC1 1 M, e colocado em banho-maria por 30 minutos, a temperatura

ambiente, para analise de estabilidade (Barros, 2008; Verma et al., 2020).

3.5. Caracterizacio Parcial da Molécula
3.5.1. Caracterizacao do Biossurfactante

A caracteriza¢do dos biossurfactantes foi realizada por meio da analise dos lipidios,
aminoacidos e acucares (Silva et al., 2014; Derguine-Mecheriet et al., 2021). A determinagdo
dos carboidratos foi realizada utilizando o método fenol-sulfurico, proposto por Dubois ef al.
(1956), sendo a glicose utilizada como padrao. A quantificagdo da proteina foi feita pelo
método de Bradford (Bradford, 1976) utilizando albumina de soro bovino como padrdo. A
estimativa do teor de lipidios totais foi realizada utilizando cloroférmio e metanol de acordo

com a metodologia descrita por Manocha et al. (1980).



3.5.2. Semi-Purifica¢ao do Biossurfactante

A semi-purificacdo da molécula foi conduzida utilizando uma metodologia adaptada
de precipitagdo acida, conforme descrito por Van Hoogmoed et al. (2000). Inicialmente, o
biossurfactante bruto, previamente extraido, foi ressuspenso em agua destilada, e o pH da
solugdo foi ajustado para 2,0 pela adicdo de HCI 1 M. A solugdo acidificada foi mantida sob
refrigeragdo a 4°C por 24 horas, favorecendo a formacgao do precipitado. Este foi coletado por
centrifugacdo a 5000 rpm por 15 minutos a 4°C. Em seguida, o material foi submetido a

secagem em estufa e armazenado para analises posteriores.

3.5.3. Analise Semi Estrutural (FTIR)

As analises foram realizadas utilizando o espectrometro modelo Cary 630 FTIR da
Agilent, equipado com um cristal de diamante e acessorio de refletancia total atenuada (ATR).
A faixa de niimero de ondas de 600 a 4000 cm™ foi utilizada para a anlise espectral de FTIR

(Kiran et al., 2009; Sharma et al., 2014).

3.6. Analise de Resultados

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados analisados por
ANOVA (p > 0,05) utilizando um software de andlise estatistica. Os erros padrdo para os
valores médios foram calculados com um nivel de confianga de 95% e apresentados como

barras de erro padrao em todas as representagdes graficas.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Otimizac¢ao da Producao de Biossurfactante

O maior indice de emulsdo foi obtido com 72 horas de duragdo para os ensaios com
Sphingomonas paucimobilis em meio mineral proposto por Lima et al. (2017), atingindo,
aproximadamente, 34,50% de emulsdo em querosene e 38,47% em Oleo de soja. A tensao
superficial para esse ensaio foi reduzida de 72 mN.m™' para 56,93 mN.m™".

Contudo, devido ao resultado pouco satisfatorio para o indice de emulsdo e baixa
reducdo na tensdo superficial da dgua, foi feita uma nova otimizacgao de resultados, dessa vez

levando em consideracao apenas a redugdo da tensao superficial.



Os novos resultados apontam que a cepa Microbacterium hydrothermale em meio

mineral Lima com 120 horas de fermentagdo resultou em reducdo significativa de tensdo

superficial de 72 mN.m™' para 34,20 mN.m™' (Tabela 2).

Tabela 2 — Variaveis e médias dos dados de TS e Indice de Emulsio.

(Continua)
Meio ERT - Cepas (N Oleodessjs  Querosene.
BH 72 M. hydrothermale 65,60 +2.82 0 +0 0 +0
LM 72 M. hydrothermale 39,28 + 3,90 0 +0 0 +0
M9 72 M. hydrothermale 54,23 + 9,85 0 +0 0 +0
BH 72 S. nematodiphila 48,94 +5,78 0 +0 0 +0
LM 72 S. nematodiphila 53,59 + 7,65 0 +0 25,30 + 3,30
M9 72 S. nematodiphila 61,37 +3,02 0 +0 0 +0
BH 72 S. paucimobilis 52,90 + 8,91 41,92  £2,10 0 +0
LM 72 S. paucimobilis 56,93 +5,79 3847 +£4,00 34,50 + 10,70
M9 72 S. paucimobilis 65,45 + 1,80 21,03  +£4,80 0 +0
BH 120 M. hydrothermale 56,79 +4,57 0 +0 0 +0
LM 120 M. hydrothermale 34,20 +1,38 0 +0 0 +0
M9 120 M. hydrothermale 55,15 +4,10 0 +0 0 +0
BH 120 S. nematodiphila 53,73 + 5,82 0 +0 0 +0
LM 120 S. nematodiphila 43,04 + 10,76 0 +0 33,80 + 2,35
M9 120 S. nematodiphila 59,36 + 3,50 0 +0 0 +0
BH 120 S. paucimobilis 64,71 + 3,67 22,77  £1,25 0 +0
LM 120 S. paucimobilis 55,77 +9,44 0 +0 36,70 + 14,30
M9 120 S. paucimobilis 49,85 +0,90 0 +0 0 +0
BH 168 M. hydrothermale 62,82 +5,02 0 +0 0 +0
LM 168 M. hydrothermale 50,17 +5,76 0 +0 0 +0
M9 168 M. hydrothermale 52,37 +2,11 0 +0 0 +0



(Conclusdo)

Meio Tempo Cepas TS Mé(_ilia ",/oE24 Méd.ia %E,, Média
(h) (mN.m™) Oleo de soja Querosene

BH 168 S. nematodiphila 58,47 +1,43 0 +0 0 +0
LM 168 S. nematodiphila 53,81 + 11,00 0 +0 26,40 + 18,65
M9 168 S. nematodiphila 39,17 +1,02 0 +0 0 +0
BH 168 S. paucimobilis 70,19 +3,97 0 +0 0 +0
LM 168 S. paucimobilis 58,88 +2,42 0 +0 33,60 + 10,56
M9 168 S. paucimobilis 53,80 +3,74 0 +0 0 +0

BH: Bushnell-Haas; LM: Meio Mineral proposto por Lima ef al. (2017); M9: M9 Minimal Salts.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Embora nao existam estudos que comprovem a produgdo de biossurfactantes por M.
hydrothermale, ¢ demonstrado que o género Microbacterium possui capacidade de
metabolizar moléculas com propriedades tensoativas. Akbari et al. (2020) relataram que M.
maritypicum ABRS apresentou um indice de emulsdo de 70% em petrdleo bruto e reducdo de
tensdo superficial de 72 mN.m"' para 34,60 mN.m'. Camacho-Chab et al. (2013) e
Nayarisseri et al. (2020) reportaram %E,, de 76% e 72%, respectivamente, para
Microbacterium sp.

Hassanshahian et al. (2012) observaram uma emulsdo de apenas 5% em fonte
hidrofobica pela cepa M. aquimaris, juntamente com uma reducdo da tensdo superficial para
43 mN.m'. De maneira semelhante, Cruz-Hernandez et al. (2021) avaliaram um
biossurfactante sintetizado por uma cepa de M. petrolearium e encontraram um indice de
emulsdo de 0% para petréleo bruto apds 24 horas de repouso. Por fim, Machado et al. (2022)
relataram auséncia de emulsao para M. liquefaciens em 6leo diesel € uma emulsao proxima de
5% em gasolina.

Assim, a revisdo da literatura indica que alguns membros do género Microbacterium
produzem biossurfactantes que, apesar de apresentarem baixos indices de emulsdo, tém
redugdo satisfatoria da tensdo superficial da agua.

A alta reducdo da tensdo superficial proporcionada pelo biossurfactante oferece
vantagens significativas em comparagdo com a baixa capacidade de emulsdo, especialmente

em aplica¢des que ndo requerem estabilidade de emulsdes a longo prazo. Essa caracteristica ¢



essencial em processos como, por exemplo, a biorremediacdo de contaminantes, onde a
reducdo da tensdo superficial e interfacial é relevante para promover a solubilizacdo e
mobilizacao de poluentes toxicos (Sarubbo et al., 2015; Mishra et al., 2021). Na indtstria de
petroleo, essa propriedade contribui para o aumento da mobilidade do o6leo bruto e,
consequentemente, aumenta sua separacdo do solo devido a redugdo da forca capilar que
mantém o solo e o 6leo juntos (Urum & Pekdemir, 2004).

Desse modo, enquanto a baixa capacidade de emulsdo pode ser uma limitacdo em
formulagdes que exigem estabilidade, como cosméticos ou alimentos, ndo afeta aplicacdes
onde a formagdo de emulsdes ndo € o objetivo principal. Assim, a redugdo da tensdo
superficial ¢ particularmente valiosa em processos de limpeza, biorremediacao e extragdo de

petroleo, destacando-se como um atributo crucial em contextos industriais € ambientais.

4.2. Crescimento microbiano, Consumo de acucares, Tensido superficial, pH e
Produtividade

O crescimento celular, o consumo de agucares, a tensdo superficial e o pH foram
monitorados durante as 120 horas de fermentagdo de M. hydrothermale. Ja a produtividade foi
medida ao final do periodo de monitoramento.

A andlise conjunta dos resultados mostrou que, simultaneamente ao aumento do
consumo de agucares, houve um crescimento exponencial da biomassa, tendo inicio a partir
do tempo de 2 horas de fermentacdo. Neste ponto, inicia-se a quebra e o consumo da glicose,
bem como o aumento da biomassa celular durante a fermentagdo, que passou de 0,13 g.L’!
para 1,54 gL', estabilizando-se apds 24 horas (Figura 3). Além disso, o pH variou de 5,0 a
5,6 durante toda a fermentacao.

A andlise adicional dos resultados sugere que, concomitantemente a estabiliza¢dao do
crescimento celular, ocorre o declinio da tensdo superficial, atingindo valor de 53,78 mN.m
ao tempo de 24 horas ¢ 34,45 mN.m™" apds as 120 horas. Sendo assim, a produgio do
biossurfactante ocorreu predominantemente durante a fase estaciondria, sugerindo que o
mesmo se trata de um metabdlito secundario, o qual pode estar auxiliando na sobrevivéncia e
manutengdo do microrganismo no meio de cultura, conforme descrito por Shah et al. (2016).

Ao final das 120 horas de fermentacdo, a bactéria M. hydrothermale foi capaz de

produzir 9,93 g.L"! de biossurfactante bruto.



Figura 3 — Dados de monitoramento: biomassa microbiana, consumo de agucares, tensao
superficial e pH durante a fermentacdo para M. hydrothermale. Tempo de 120 horas (a).

Tempo de 24 horas (b).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

4.3. Indice de Emulsio

O sobrenadante, quando agitado em 6leos de soja, canola, milho e oliva, além do 6leo
de motor, apresentou indice de emulsdo nulo apds 24 horas de repouso em temperatura
ambiente. Isso sugere que o biossurfactante ndo ¢ eficaz na emulsdo de dleos vegetais. Por
outro lado, nas fontes hidrofobicas oleo diesel, querosene e parafina liquida mostraram
indices de emulsao de 4,59%, 6,82% e 6,58%, respectivamente. Estes resultados indicam que
a molécula produzida por M. hydrothermale tem alguma eficicia na formagao de emulsdes
com 6leos minerais.

Os biossurfactantes de baixo peso molecular t€m como principal caracteristica a
redug¢do da tensdo superficial nas interfaces ar/dgua e a tensdo interfacial nas interfaces
Oleo/agua, enquanto os de alto peso molecular, também chamados de bioemulsificantes, sao
mais eficazes na estabilizacdo de emulsdes (Rosenberg & Ron, 1999; Banat, et al., 2010).
Desse modo, ¢ possivel propor que o biossurfactante produzido por M. hydrothermale seja de
baixo peso molecular.

Em termos de aplicagdes praticas, a eficacia limitada do biossurfactante com Oleos

vegetais sugere que ele pode ndo ser adequado para aplicagdes que requerem emulsificagao



dos mesmos, como na industria alimenticia (Ribeiro et al., 2022). No entanto, os indices de
emulsdo para os 6leos minerais indicam que o biossurfactante pode ser util em processos que
envolvem a emulsdo desses Oleos, como na industria petroquimica ou em processos de

biorremediagao (Lopes, 2014).

4.4. Carga ionica, Espalhamento de 6leo, Colapso de gota, Molhabilidade e CMC

A partir da analise da carga i0nica, foi determinado que o biossurfactante produzido
pela cepa ¢ de natureza anionica, devido a presenca de uma linha de precipitagdo entre o

extraido e o composto cationico CTAB (Figura 4a).

Figura 4 - Testes de espalhamento de dleo e carga idnica: Carga idnica (a). Espalhamento de

Oleo: dgua sobre 6leo (b), surfactante SDS (c), biossurfactante (d).

Fonte: Elaborado pelo autor.

O resultado do teste de dispersao em 6leo mostrou que, no controle negativo feito com
agua destilada, ndo houve espalhamento de 6leo (Figura 4b), e o surfactante sintético SDS,
utilizado como controle positivo, produziu uma zona clara medindo 5,0 cm de diametro

(Figura 4c). Ja o biossurfactante sintetizado por M. hydrothermale apresentou didmetro de



zona clara semelhante ao do SDS, com 4,70 cm de didmetro (Figura 4d), mostrando que o
biossurfactante produzido pela bactéria possui atividade superficial.

O teste de colapso de gota apresentou resultado positivo para a producdo do
biossurfactante. Observou-se que, apoés 1 minuto, a gota manteve uma forma plana sobre a
superficie do o6leo, correspondendo ao espalhamento completo na superficie do dleo,
indicando a presenca de biossurfactante.

A molhabilidade do biossurfactante produzido por M. hydrothermale foi determinada
através da medi¢do do angulo de contato (0) da gota em superficie pelo software IMAGEJ.
Todas as medi¢des foram feitas a temperatura ambiente (25+2°C) e pressao 1 atm. A Figura 5
mostra os angulos de contato do controle feito com agua destilada (Figura 5a) e com o

biossurfactante extraido diluido em 4gua destilada (Figura 5b).

Figura 5 - Medi¢des do angulo de contato das gotas em superficie. Gotas em superficie

fotogratadas com auxilio do software DROPimage Advanced.

Fonte: Elaborado pelo autor.



A analise dos resultados indica que o biossurfactante, ao diminuir o angulo de contato
do liquido com a superficie de 88,71° para 39,67°, conseguiu modificar a afinidade umectante
da superficie para a agua destilada. Isso demonstra o potencial desse metabolito para
aumentar a molhabilidade, permitindo que o liquido se espalhe com maior facilidade sobre a
superficie (Al-Sulaimani et al., 2012).

A determinacdo da Concentragdo Micelar Critica (CMC) foi realizada utilizando
diferentes concentra¢des do biossurfactante produzido por M. hydrothermale, variando de 107
a 5,0% (m/v). A presenga do surfactante promoveu a redug¢do da tensdo superficial na
interface ar/dgua, comportamento diretamente relacionado a concentracdo do metabdlito na
solugdo até alcancar a CMC (Ron & Ronsenberg, 2001). Esse ponto foi identificado quando o
aumento na concentragdo da molécula deixou de influenciar a diminui¢do da tensdo
superficial, indicando estabilizagdo do sistema (Felix et al., 2019). A andlise dos resultados
revelou que concentragdes inferiores a 1% nao apresentam impacto significativo na reducgao

da tensdo superficial da agua (Figura 6).

Figura 6 - Concentragdo do biossurfactante (%) e Tensdo Superficial (TS).
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Fonte: Elaborado pelo autor.



Conforme mostrado na Figura 6, o biossurfactante bruto produzido por M.
hydrothermale apresentou uma concentragao correspondente 8 CMC de aproximadamente 3%
(30 g.L'"), resultando em uma redugio na tensdo superficial de 72 mN.m™' para 43,75 mN.m"'.
Apos esse ponto, 0 aumento na concentracdo da molécula ndo exerceu efeito adicional sobre a
tensdo superficial, que permaneceu constante devido a saturagdo caracteristica da CMC (Felix
et al., 2019). Apesar dos valores observados serem relativamente elevados, eles estdo em
concordancia com estudos semelhantes conduzidos por Luna et al. (2009), os quais

encontraram CMC de 2,5%.

4.5. Natureza do Biossurfactante

Quanto a natureza do biossurfactante produzido pela bactéria M. hydrothermale, o
resultado para o teste de biureto foi negativo, uma vez que nido houve formacao de anel

violeta ou rosa durante a adi¢do do reagente biureto (Figura 7a).

Figura 7 - Ensaios para Natureza do biossurfactante. Teste de biureto (a). Teste de agar

CTAB/azul de metileno (b). Teste de fosfato (c).
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Fonte: Elaborado pelo autor.



O resultado positivo para o teste de 4gar CTAB/azul de metileno confirmou a presenga
de grupos funcionais associados a glicolipidios no biossurfactante produzido por M.
hydrothermale (Figura 7b). A formacao de halos de coloragdao azul-escura ao redor dos pogos
contendo o biossurfactante ocorreu devido a interagdo entre o tensoativo cationico CTAB e o
biossurfactante anidnico, caracterizando a reagdo esperada nesse tipo de andlise (dos Santos,
2022).

Ja a alteragdo da coloragdo da solucdo incolor para amarela no ensaio de fosfato
indicou a presenca de grupos relacionados a fosfolipidios (Figura 7c). Como descrito por
Okpokwasili & Ibiene (2006), a solu¢do amarelada e a formacdo de um precipitado amarelo
fino ap6s alguns minutos sdo provenientes da reagdo do molibdato de aménio 5% e do 6 M
HNO; com o biossurfactante bruto. Desse modo, os resultados da identificagdo preliminar

revelam que o biossurfactante produzido por este estudo ¢ do tipo glicofosfolipidico.

4.6. Estabilidade do Biossurfactante

A aplicabilidade de biossurfactantes em varios campos depende de sua estabilidade em
diferentes temperaturas, valores de pH e concentracdes de NaCl (Khopade et al., 2012). Como
esperado, as trés variaveis-chave influenciaram a atividade emulsificante e tensoativa da

molécula produzida, mas seus efeitos ocorreram em niveis diferentes.



Figura 8 - Efeito da temperatura (a), salinidade (b) e pH (c) na estabilidade do biossurfactante.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O biossurfactante sintetizado por M. hydrothermale apresentou, de maneira geral,
estabilidade térmica dentro do intervalo de temperatura de 20 a 70°C (Figura 8a). O
aquecimento a 70°C ndo provocou alteragdes significativas no desempenho funcional do
composto, uma vez que a atividade emulsificante permaneceu constante nas temperaturas
entre -4 ¢ 70°C. Contudo, ao atingir 80°C, observou-se uma queda no indice E,;% para
3,80%, com a tensdo superficial alcangcando 45,50 mN.m™. Esse resultado indica uma
correlagdo inversa entre o aumento da temperatura e a eficiéncia emulsificante e tensoativa.
Tal comportamento pode ser atribuido as mudancas estruturais que ocorrem na molécula do
biossurfactante em temperaturas elevadas, impactando diretamente suas propriedades fisicas
(Marcelino et al., 2019).

Quanto ao efeito da adi¢cao de NaCl no biossurfactante, verificou-se que o composto se
manteve estavel em baixas concentragdes de sal, conforme evidenciado pelos dados
apresentados (Figura 8b). A atividade emulsificante manteve-se superior a 8% em

concentragdes de até 10 gL' de NaCl. Entretanto, ao atingir 20 g.L”!, foi notada uma



diminuigdo significativa na atividade emulsificante, chegando a 1,20% em 50 g.L"' e cessando
completamente a 100 g.L"!. A capacidade tensoativa, por sua vez, decresceu de forma gradual
com o aumento da salinidade, estabilizando-se apenas em concentragdes até 2,5 g. L.

A estabilidade do biossurfactante em diferentes valores de pH indicou que apenas em
condi¢des neutras a emulsdo se manteve estavel, com um valor de 9,2% (Figura 8c). Nos
demais pHs, a atividade emulsificante foi consideravelmente inferior, variando de 0% em pH
2,0 a 2,1% em pH 12,0. Quanto a reducao da tensao superficial, o pH 6,0 destacou-se com o
menor valor registrado, 36,4 mN.m", corroborando a estabilidade do composto nessa
condicdo. Em pHs extremos (2,0 e 12,0), a tensdo superficial foi significativamente maior,
indicando uma menor eficacia do biossurfactante em ambientes excessivamente acidos ou

alcalinos.

4.7. Caracterizacao Parcial da Molécula
4.7.1. Caracterizacao do Biossurfactante

A determinagdo dos carboidratos do biossurfactante bruto, realizada pelo método
fenol-sulftrico, avaliou a concentracdo total de agucares da molécula como 24,05%. O
principio bésico desta metodologia ¢ que os agucares, quando desidratados pela reacdo com
acido sulfurico concentrado, produzem derivados de furfural. A reacdo posterior entre esses
derivados e o fenol desenvolve uma solugdo de cor amarelo-alaranjada detectavel em
comprimento de onda de 490 nm, com intensidade proporcional a quantidade de agucares
presentes na amostra (Albalasmeh et al., 2013).

A estimativa dos lipidios totais, realizada utilizando cloroférmio e metanol na
proporc¢ao de 2:1 (v:v), exibiu um alto teor lipidico de 75,95%. A vantagem garantida pelo
uso do cloroférmio e do metanol ¢ a capacidade destes solventes extrairem tanto os lipidios
neutros como os lipidios polares, obtendo-se resultados mais eficientes da estimativa do teor
lipidico presente da molécula (Rydlewski et al., 2020).

No que se refere a quantificagdo de proteinas, baseada na interagdo entre o corante
"Coomassie brilliant blue" BG-250 e macromoléculas de proteinas que contém aminoacidos
de cadeias laterais bdasicas ou aromaticas, o resultado indicou a auséncia de proteinas
detectaveis, com um valor nulo. Nesse teste, a interacdo entre a proteina de alto peso
molecular e o corante BG-250 provoca o deslocamento do equilibrio do corante para a forma

anionica, que absorve fortemente em comprimento de onda de 595 nm (Zaia et al., 1998).



4.7.2. Analise Semi Estrutural (FTIR)

Os principais grupos funcionais presentes na estrutura do biossurfactante bruto
produzido por M. hydrothermale foram determinados a partir de uma analise semi-estrutural
em Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) (Figura 9). O
espectro FTIR foi obtido no modo de transmitancia com intervalo de nimero de onda de 600

a 4000 cm™ e estdo representados na tabela 3.

Figura 9 - Anélise FTIR do biossurfactante bruto produzido por M. hydrothermale.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 3 — Grupos funcionais presentes no biossurfactante bruto.

Numero de onda (cm™) Grupos funcionais Referéncias
3300 O-H Sangeetha et al., 2013
2090 C=0 Mukhopadhyay et al., 2013
1640 Cc=cC Mukhopadhyay et al., 2013
1345 —CH, Sangeetha et al., 2013
1030 CcC-0-C Alvionita & Hertadi, 2019
830 Anéis aromaticos Sharma, et al., 2019 (b)

Fonte: Elaborado pelo autor.

O pico largo em 3300 cm™ ¢ atribuido ao estiramento das ligagdes O—H (Sangeetha et
al., 2013), possivelmente relacionadas a grupos hidroxila na cabega polar da molécula
glicofosfolipidica. Em 2090 c¢cm™, observou-se a presencga de grupos carbonila, enquanto a

banda em 1640 cm™ indicou a presenga de grupos alquenos (Mukhopadhyay et al., 2013), que



podem ser originados de acidos graxos insaturados na regido apolar das caudas hidrofébicas.
A faixa em 1345 cm™ ¢ atribuida a vibragdo dos grupos CH, (Sangeetha ef al., 2013), tipicos
das longas cadeias alifaticas dos acidos graxos. O pico em 1030 cm™ pode corresponder ao
estiramento C—O—C (Alvionita & Hertadi, 2019), essencial nos grupos éster que ligam os
acidos graxos ao glicerol presente na estrutura molecular. Por fim, a banda em 830 cm™,
indicando ligagdes C-H fora do plano associadas a anéis aromaticos (Sharma, et al., 2019b),
pode sugerir modificagdes estruturais, como a presenga de compostos aromaticos conjugados
ao glicofosfolipidio.

Apesar da escassez de informacgdes sobre a caracterizagdo de biossurfactantes
glicofosfolipidicos, a partir dos resultados obtidos, ¢ possivel sugerir que o biossurfactante
apresenta propriedades compativeis com glicofosfolipidios. No entanto, sdo necessarias
analises adicionais, como espectrometria de massas e ressonincia magnética nuclear, para

determinar com precisdo sua estrutura.

5 CONSIDERACOES FINAIS

Considerando os resultados obtidos ao longo desta pesquisa ¢ possivel afirmar que, a
partir da otimiza¢do na producdo de biossurfactante, a cepa Microbacterium hydrothermale
(PSR-33), isolada de painéis fotovoltaicos, foi capaz de sintetizar um biossurfactante anidonico
de natureza glicofosfolipidica e de baixo peso molecular, com concentragao micelar critica de
3%, tensdo superficial reduzida para 34,2 mN.m™' e estabilidade sob 20-70 °C, pH 6,0 ¢ NaCl
0-1%. O ineditismo desta pesquisa destaca-se pelo uso de M. hydrothermale para essa
finalidade, uma vez que ndo foram encontradas outras referéncias que investigassem a
producdo de biossurfactantes a partir desta espécie. Assim, em estudos futuros, esse
microrganismo pode ser considerado um candidato promissor para o desenvolvimento de

processos biotecnoldgicos inovadores e bioprodutos com diversas aplicagdes.
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