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Bioprospecc¢ao de microrganismos produtores de biossurfactantes

Bioprospecting of biosurfactant-producing microorganisms
Fernanda Fachinello’, Thiago Cintra Maniglia?

RESUMO

Biossurfactantes sdo produtos microbianos que possuem a fungdo de diminuir a tensao superficial entre
moléculas, bem como de solubilizagdo, emulsificagdo, dispersao, acdo detergente e estabilizacdo. Sao
vantajosos em relagdo aos surfactantes quimicos, pois apresentam baixa toxicidade e alta
biodegradabilidade, permanecendo fortemente ativos mesmo em condi¢cdes extremas de salinidade e pH.
Visou-se realizar a bioprospeccdo de microrganismos produtores de biossurfactantes a partir de solo
contaminado com 6leo de motor automotivo. Para tal, 14 isolados do meio MSM-6leo, 5 isolados do meio PIA
e 10 isolados do meio MSM-glicose foram selecionados aleatoriamente e testados para produgdo de
biossurfactante em 4 ensaios: teste da gota, de espalhamento de 6leo, de CTAB Agar e de emulsificagdo. A
partir disso, foram selecionados os 4 isolados mais promissores (SC-MO15, SC-P8, SC-MG13 e SC-MG15).
Por fim, foram identificados molecularmente 3 dos 4 microrganismos promissores, sendo que o isolado
SC-MO15, caracterizado como uma bactéria da espécie Acinetobacter junii, se destacou na produgéo de
biossurfactante.
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ABSTRACT

Biosurfactants are microbial products that have the function of reducing surface tension between molecules,
as well as solubilization, emulsification, dispersion, detergent action and stabilization. They are advantageous
in comparison to chemical surfactants because of their low toxicity and high biodegradability, remaining
strongly active even in extreme salinity and pH conditions. The goal of this study was to bioprospect for
biosurfactant-producing microorganisms from soil contaminated with automotive engine oil. To this end, 14
isolates from the MSM-oil medium, 5 isolates from the PIA medium e 10 isolates from the MSM-glucose
medium were randomly selected and tested for biosurfactant production in 4 assays: drop test, oil spreading
test, CTAB Agar test and emulsification test. From this, the 4 most promising isolates were selected
(SC-MO15, SC-P8, SC-MG13 and SC-MG15). Finally, 3 out of the 4 promising microorganisms were
molecularly identified, with the isolate SC-MO15, characterized as a bacterium of the Acinetobacter junii
species, standing out in the production of biosurfactant.
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INTRODUGAO

Biossurfactantes sdo compostos ativos produzidos por microrganismos com fungao
de diminuir a tensao superficial entre moléculas, bem como de solubilizagdo, emulsificacao,
dispersdo, acao detergente e de estabilizacdo. Os biossurfactantes sdo produzidos como
metabdlitos secundarios que permanecem aderidos a superficie dos microrganismos ou
sao secretados para fora das células (JAHAN et al., 2020). Atualmente, correspondem a
cerca de 10% da produgéo mundial de surfactantes, ou seja, aproximadamente 10 milhdes
de toneladas por ano (SARUBBO et al., 2022), demonstrando a relevancia da produgao de
biossurfactantes nos dias atuais.
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O funcionamento dos biossurfactantes ocorre pela formagao de micelas, existindo
uma concentragao especifica definida como a minima concentragdo de biossurfactante
requerida para atingir a menor tensao superficial (Critical Micelle Concentration - CMC).
Nesse ponto, as moléculas se reunem por meio da unidao das por¢des hidrofébicas na parte
interior (“‘caudas”) e as por¢des hidrofilicas para fora, as “cabecgas” (SARUBBO et al., 2022).
Um menor CMC ¢é vantajoso para um surfactante quimico ou biossurfactante pois apos
esse ponto a adicdo de mais surfactante ndo impactara na reducao da tensao superficial.
Assim, quanto menor o CMC, menor sera a quantidade a ser utilizada da molécula
biossurfactante para que se atinja o minimo de tensao superficial. A forma de produgao dos
surfactantes sintéticos € amplamente vista como insustentavel e contraria aos objetivos de
desenvolvimento sustentavel das Nag¢des Unidas (SARUBBO et al., 2022).

O estudo em questao é justificado pelas principais vantagens dos biossurfactantes
em relagdo aos surfactantes quimicos que, além da sua biodegradabilidade, sdo a sua
maior atividade superficial e interfacial (por possuirem menor CMC), a baixa toxicidade
(mais apropriado para uso nas industrias alimenticia e de cosméticos, por exemplo), a
estabilidade em forga ibnica alta (sdo estaveis em concentragdes salinas de até 10% ml/v,
enquanto que os surfactantes sintéticos em apenas 2 a 3% m/v) e, ainda, ha a possibilidade
de utilizacao de substratos alternativos na producao por via fermentativa, como os residuos
agroindustriais (FELIPE e DIAS, 2017). O principal desafio na substituicdo do uso de
surfactantes sintéticos pelos biossurfactantes € o seu custo elevado de produgao em
relacdo ao anterior.

O presente trabalho teve como principal objetivo realizar bioprospecgao a partir de
solo contaminado com 6leo de motor automotivo a fim de encontrar microrganismos que
fossem capazes de produzir biossurfactantes. Além disso, visou-se realizar a identificagao
molecular destes microrganismos.

METODOLOGIA

Apods estudos preliminares de bioprospec¢ao de microrganismos produtores de
biossurfactantes a partir de latossolo vermelho de rizosfera, percebeu-se que os isolados
mais promissores haviam sido selecionados a partir do meio de cultivo que continha d6leo
de soja como a unica fonte de carbono. Dessa forma, visou-se realizar a bioprospecgao de
microrganismos produtores de biossurfactantes a partir de latossolo vermelho do tipo
argiloso (ROCHA, NOBREGA e CUNHA, 2022) contaminado com 6leo de motor automotivo
de uma oficina mecanica da cidade de Toledo — PR, visto que foi uma das fontes de solo
contaminado com 6leo mais facilmente disponiveis na cidade de realizagdo do estudo. O
processo de inoculagdo dos microrganismos presente no solo contaminado (SC) com dleo
de motor automotivo pode ser observado no fluxograma dado na Figura 1.

Figura 1 — Processo de inoculagdo dos microrganismos presentes no solo contaminado com éleo.
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Fonte: Elaborado pelos autores (2023).
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Ja para realizar o isolamento das distintas colénias que cresceram em cada placa,
foram consideradas caracteristicas morfologicas, observadas macroscopicamente e
microscopicamente, que distinguissem as colbnias, como coloragdo, transparéncia,
tamanho, aparéncia da superficie, forma e morfologia celular. O isolamento das colénias foi
feito a partir da técnica de estriamento simples nos respectivos meios em que foram
cultivadas anteriormente, sendo as placas, mantidas em incubadora BOD a 37 °C por cerca
de 24 h. Para realizagao dos testes de produgao de biossurfactantes, 14 isolados do meio
MSM-dleo, 5 isolados do meio PIA e 10 isolados do meio MSM-glicose foram selecionados
aleatoriamente e colocados para crescimento em caldo Luria Bertani (LB) em shaker a
35 °C e 200 rpm, por cerca de 24 h.

Apods o isolamento dos microrganismos, eles foram inoculados no caldo Bushnell e
Haas (BHM) em shaker a 30 °C e 140 rpm por 7 dias para posterior realizagao de testes
para verificar o potencial de produgéo de biossurfactante dos isolados (RANI, WEADGE e
JABAJI, 2020). Passados os 7 dias, as amostras foram centrifugadas a 4 °C e 6500 rpm
por 20 minutos para serem filtradas, com o auxilio de seringas, em filtros millipore 0.22 um.
O primeiro ensaio foi o teste da gota, no qual 6 pL das amostras filtradas eram adicionados
em pogos de uma placa de poliestireno, a qual continha 3 pL de 6leo de soja que havia
secado em estufa a 22 °C por 24 h. O segundo teste foi o de espalhamento de dleo, que
compreendeu a pipetagem de 10 uL dos filtrados sobre 20 uL de 6leo de soja em placas
contendo 20 mL de &gua destilada. Ja no terceiro teste, o de CTAB Agar, foram inseridos
150 uL dos filtrados em pocgos de placas de Petri contendo meio CTAB (brometo de
cetrimonio), sendo estas incubadas em BOD a 37 °C por 48 h.

Por fim, o quarto teste, de emulsificagédo, consistiu na adi¢ao de 5 mL do tampao Tris
50 mM (pH 8) em um tubo de ensaio, 10 puL de dleo de soja e 1 mL dos filtrados. Os tubos
foram passados no vortex por 1 minuto e deixados em repouso por 20 minutos. Apds isso,
foi medida a absorbéancia da mistura emulsificada de cada amostra em Espectrofotdmetro
FEMTO 600 Plus a 610 nm. Os controles positivo e negativo, para todos os testes foram,
respectivamente, o surfactante quimico Tween 80 e o caldo BHM nao inoculado. Ja o
processo de identificagdo molecular, realizado para os microrganismos que obtiveram
melhor desempenho nos testes de producdo de biossurfactante, € apresentado no
fluxograma presente na Figura 2.

Figura 2 — Processo de identificagao molecular dos isolados com melhor desempenho nos testes de
producao de biossurfactantes.
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Fonte: Elaborado pelos autores (2023).
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RESULTADOS E DISCUSSOES

De um total de 49 isolados, foram selecionados aleatoriamente para testagem para
producao de biossurfactantes 14 isolados do meio MSM-dleo, 5 isolados do meio PIA e 10
isolados do meio MSM-glicose. Quando feitas as analises macroscopica e microscopica,
percebeu-se que todos os isolados se tratavam de bactérias devido ao aspecto das
colonias, formato e tamanho celular. Em relacdo aos testes, para o ensaio da gota,
notou-se que todos os potenciais biossurfactantes ficavam com aspecto arredondado ao
entrarem em contato com o 6leo de soja nos pogos da placa, enquanto que o controle
positivo (Tween 80) se espalhava no pogo. Assim, considerou-se que todas as amostras
obtiveram resultado negativo para esse teste. Ja para o segundo teste, de espalhamento
de dleo, foi averiguada a capacidade do potencial biossurfactante espalhar o 6éleo de soja
que se encontrava por cima da agua destilada. Houve filtrados que espalhavam o d6leo
todas as vezes que era repetido o teste, sendo esses as amostras SC-MO15, SC-MG15 e
SC-P8, e outras amostras espalhavam o éleo algumas das vezes, sendo elas SC-MG5,
SC-MG9, SC-MG11 e SC-MG13 (Figura 3).

Figura 3 - Amostras positivas (1), amostras negativas (2) e controle negativo (3) para o teste de
espalhamento de éleo (verificagdo de producao de biossurfactante).

Fonte: Elaborado pelos autores (2023).

No teste de CTAB Agar, mais uma vez, nenhum dos potenciais biossurfactantes
obteve resultado positivo. No entanto, isso ndo descarta a possibilidade de que as amostras
sejam de biossurfactantes, visto que esse ensaio avalia apenas a presenca de
biossurfactantes aniénicos, os quais reagiriam com o CTAB, que é um surfactante catidnico,
formando um halo azul ao redor do pogo (RANI, WEADGE e JABAJI, 2020). Por fim, para
o ultimo teste, o de emulsificacdo, obteve-se os resultados observados na Tabela 1. As
amostras que nao se encontram na tabela foram muito proximas de 0 de absorbancia ou
muito menores que a absorbancia do controle positivo (Tween 80).

Tabela 1 — Absorbancias a 610 nm no teste de emulsificagao (avaliar presenc¢a de biossurfactantes).

Amostra Absorbancia
Controle positivo 0,542
SC-MO15 0,530
SC-P8 0,369
SC-MG13 0,412
SC-MG15 0,199

Fonte: Elaborado pelos autores (2023).
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Considerando os testes realizados, foi observado que a amostra SC-MO15 foi a
melhor na produgdo de biossurfactantes, seguida pelas amostras SC-P8, SC-MG13 e
SC-MG15, visto que obtiveram resultados proximos ao do controle positivo no teste de
emulsificacao e, ainda, dissolveram o 6leo no teste de espalhamento na maioria das vezes.

A respeito da identificagdo molecular dos isolados com melhor desempenho nos
testes de producao de biossurfactantes, a extracdo de DNA por meio da utilizacdo do kit
PureLink Genomic DNA da Invitrogen, bem como posteriores amplificagdo do gene rDNA
16S e purificagao foram bem sucedidas, como pode ser observado nas eletroforeses em
gel de agarose realizadas (Figura 4).

Figura 4 - Eletroforeses para confirmacgao de (1) extragao de DNA das amostras e (2) amplificagdo
do rDNA 16S por meio de PCR.

w— sy SN » -2t X5 & TN

Fonte: Elaborado pelos autores (2023).

Apds o retorno dos resultados de sequenciamento, analise destes com o software
BioEdit e utilizacdo do banco de dados de nucleotideos do NCBI, obteve-se que o isolado
SC-MO15, aquele com melhor perfil de produgdo de biossurfactantes, possui 99,45% de
similaridade com Acinetobacter junii. Esse resultado demonstra-se coerente, visto que
Ohadi et al. (2017) realizou o isolamento, caracterizagdo e optimizagao de biossurfactante
produzido por A. junii.

Ao analisar o sequenciamento do isolado SC-MG13, observou-se que se tratavam
de dois microrganismos distintos, devido ao alto nivel de ruido, presenca de picos
duplicados e bases nao identificadas no sequenciamento. Assim, foi realizado um novo
isolamento e obteve-se dois isolados diferentes, os quais foram testados para a producao
de biossurfactantes, com apenas um dos microrganismos possuindo resultados
satisfatorios nos testes de espalhamento e de emulsificagdo, com valores proximos dos
encontrados nas primeiras testagens. Para esse isolado, foi novamente realizada a
identificacdo molecular com base no rDNA 16S e a sequéncia obtida apresentou 99,43%
de similaridade com Priestia megaterium e com Priestia aryabhattai.

Para o isolado SC-MG15, obteve-se 99,35% de similaridade com Bacillus subtilis.
Essa espécie se trata de uma das mais encontradas na literatura em relagéo a produgao
de biossurfactantes, como proposto por Gudifia et al. (2015), corroborando com seu
potencial de produtor deste bioproduto. Por fim, ndo foi possivel realizar a extragédo de DNA,
PCR, purificagado e sequenciamento do isolado SC-P8.

CONCLUSOES
Diante do exposto, conclui-se que foi possivel encontrar espécies de microrganismos

promissoras para a producao de biossurfactantes na bioprospecc¢ao de solo contaminado
com 6leo de motor automotivo, tal qual o isolado SC-MO15, identificado como uma bactéria
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da espécie Acinetobacter junii. Os préximos passos incluem realizar a otimizagdo da
producao e caracterizacado dos biossurfactantes produzidos por esses isolados, realizando
ensaios bioquimicos que explicitem qual o melhor deles dentre os obtidos.
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