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RESUMO
EDUARDO RAFAEL PALMIER ANDRADE

PRODUCAO DO BIOSSURFACTANTE DE Bacillus velezensis H20-1 E SUA
APLICABILIDADE NA INDUSTRIA DO PETROLEO

Orientador: MATEUS GOMES DE GODOY
Coorientador: THIAGO SILVA DE OLIVEIRA

Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Gées da

Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para

obtencio do titulo de Bacharel em Ciéncias Biolégicas: Microbiologia e Imunologia e
aprovaciao no RCS Trabalho de Conclusao de Curso.

A biocorrosao em dutos da industria do petroleo € controlada por biocidas e surfactantes
quimicos, que sdo toxicos e ndo biodegraddveis. Como alternativas, surgem os biossurfactantes,
moléculas com propriedades tensoativas produzidas por microrganismos. A surfactina é
considerada o biossurfactante mais potente, sendo capaz de levar a tensdo superficial da 4gua
de 72 mN/m para 27 mN/m. Dentre os microrganismos produtores de surfactina, destaca-se a
cepa Bacillus velezensis H20-1, cujo biossurfactante ¢ marcado por alta eficiéncia mesmo em
baixas concentracdes. No entanto, a producdo dessas moléculas enfrenta altos custos,
especialmente devido aos meios de cultivo necessarios. Dessa forma, este estudo busca avaliar
um meio de cultivo composto por uma fonte de carbono alternativa: o melago, residuo
agroindustrial de baixo valor agregado. Os objetivos do projeto incluem: (1) Avaliar a cinética
de crescimento da cepa no meio alternativo; (2) Extrair e quantificar a surfactina produzida nas
condig¢des de cultivo propostas; (3) Investigar as propriedades tensoativas do sobrenadante de
cultivo de meio alternativo; (4) Determinar o potencial de aplicag¢do da surfactina produzida no
meio alternativo como agente de biocontrole da biocorrosdo. A cinética de crescimento de B.
velezensis H20-1 em meio alternativo confirma a capacidade deste meio de promover o
crescimento do microrganismo, cuja fase exponencial ocorre no periodo entre a 15* e a 35 horas
de incubacdo. A quantificacdo dos biossurfactantes foi feita por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia apds uma etapa de extragao de lipopeptideos do sobrenadante bruto de cultivo, que
acusou concentracgoes de surfactina de 294,26 mg/L em meio convencional e 220,02 mg/L em
alternativo. Por fim, a caracterizagdo das propriedades tensoativas do biossurfactante produzido
incluiu indice de emulsificacdo, capacidade de dispersao de oOleo e avaliacdo da tensdo
superficial, realizada através de um goniometro Kriiss DSA30, pelo método da gota pendente.
Os testes de dispersao do 6leo e de indice de emulsificacao sugerem que o meio alternativo
promoveu a producdo de biossurfactantes e que o seu sobrenadante apresenta capacidade
emulsificante. Em relagdo a tensdo superficial, o meio alternativo testado atingiu valores de
26,68 mN/m, em relagdo aos 72 mN/m da 4gua ultrapura ou aos 24,28 mN/m do meio
convencional. Quanto a aplicabilidade no biocontrole da biocorrosao, o sobrenadante produzido
apresentou capacidade retardante da formacdo de biofilme e da corrosdo em superficies
metalicas. Conclui-se que o meio alternativo proposto se mostra promissor como estratégia para
reduzir os custos de producdo da surfactina, mantendo propriedades andlogas as observadas em
meio convencional.

Palavras chaves: Biotecnologia; biossurfactante; surfactina; biocorrosao; melaco.
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obtencio do titulo de Bacharel em Ciéncias Biolégicas: Microbiologia e Imunologia e
aprovaciao no RCS Trabalho de Conclusao de Curso.

Biocorrosion in oil industry pipelines is controlled by biocides and chemical surfactants,
which are toxic and non-biodegradable. As alternatives, biosurfactants are emerging molecules
with tensioactive properties produced by microorganisms. Surfactin is considered the most
potent biosurfactant, capable of reducing water's surface tension from 72 mN/m to 27 mN/m.
Among surfactin-producing microorganisms, the Bacillus velezensis H20-1 strain stands out
for its biosurfactant, which is highly effective even at low concentrations. However, producing
these molecules is costly, primarily due to the required culture media. Therefore, this study aims
to evaluate a culture medium composed of an alternative carbon source: molasses, a low-value
byproduct of the agro-industrial sector. The project objectives are: (1) to evaluate the growth
kinetics of the strain in the alternative medium; (2) to extract and quantify the surfactin
produced under the proposed conditions; (3) to investigate the tensioactive properties of the
alternative medium's culture supernatant; and (4) to determine the potential application of
surfactin produced in the alternative medium as a biocontrol agent for biocorrosion. The growth
kinetics of B. velezensis H20-1 in the alternative medium confirm its ability to support
microorganism growth, with the exponential phase occurring between the 15th and 35th hours
of incubation. Biosurfactant quantification was performed by High-Performance Liquid
Chromatography after lipopeptide extraction from the raw culture supernatant, yielding
surfactin concentrations of 294.26 mg/L in conventional medium and 220.02 mg/L in the
alternative medium. Finally, the tensioactive characterization of the biosurfactant produced
included measurements of emulsification index, oil dispersion capacity, and surface tension,
using a Kriiss DSA30 goniometer and the pendant drop method. Oil dispersion and
emulsification index tests suggest that the alternative medium promoted biosurfactant
production and that its supernatant has emulsifying capability. Regarding surface tension, the
alternative medium tested reached values of 26.68 mN/m, compared to 72 mN/m for ultrapure
water and 24.28 mN/m for the conventional medium. Regarding its applicability on biocontrol
of biocorrosion, the supernatant produced was able to retard biofilm formation and corrosion
on metal surfaces. In conclusion, the proposed alternative medium shows promise as a strategy
to reduce surfactin production costs while maintaining both productivity and properties
comparable to those observed in the conventional medium.

Key-words: Biotechnology; biosurfactant; surfactin; biocorrosion; molasses.
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Dentre os muitos desafios enfrentados pela industria do petroleo, tem-se a corrosdo de
suas encanacdes. Tal desgaste estd frequentemente relacionado a presenca de bactérias que se
estabelecem nessas superficies de a¢o, formando uma estrutura complexa chamada de biofilme
que ¢ capaz de atacar o metal. Essa perfuragcdo dos dutos de petroleo ¢ controlada pelo uso de
compostos quimicos com propriedades de detergentes (conhecidas como propriedades
tensoativas) que costumam ser toxicos € ndo biodegradéveis. Assim, vem ganhando forca o
apelo pelo uso de compostos mais biodegradaveis, menos toxicos e com propriedades similares.
Uma promissora alternativa sdo os biossurfactantes, moléculas com propriedades de
detergentes de origem biologica. Dentre os organismos capazes de produzir esses compostos,
destaca-se a bactéria Bacillus velezensis H20-1, cujo biossurfactante ¢ altamente eficiente. No
entanto, a producado dessas moléculas enfrenta altos custos, especialmente devido aos meios de
cultivo necessarios, que empregam produtos sintéticos custosos. Dessa forma, este estudo busca
avaliar um meio de cultivo contendo melago, um residuo agroindustrial de baixo valor
agregado. Os testes realizados confirmaram que B. velezensis H20-1 € capaz de crescer e
produzir biossurfactante em melago. Além disso, observou-se que a quantidade do produto
produzida na presenca do melago foi similar a observada no meio convencional sintético.
Similarmente, ao avaliar as propriedades tensoativas do biossurfactante produzido em melaco,
notou-se que elas sdo equiparaveis as propriedades do biossurfactante produzido em meio
sintético. Quanto a aplicabilidade no biocontrole da biocorrosdo, o sobrenadante produzido
apresentou capacidade retardante da formacdo de biofilme e da corrosdo em superficies
metalicas. Conclui-se que o uso de melago na produgdo do biossurfactante de B. velezensis
H2O0-1 se apresenta como uma promissora estratégia para redugdo de custos, mantendo ambos
produtividade e propriedades analogas as observadas em meio convencional. Com isso, espera-
se tornar a aplica¢do dessas moléculas alternativas sustentdveis mais viavel para o controle da
corrosdo na industria do petrdleo.

Palavras chaves: Biotecnologia; biossurfactante; surfactina; biocorrosao; melaco.
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1. INTRODUCAO

1.1  Moléculas com propriedades tensoativas

Surfactante € o nome dado a uma classe de moléculas, também conhecidas como
tensoativos, caracterizada por sua capacidade de reduzir a tensdo superficial entre fases
imisciveis (Otzen, 2017; Shaban, Kang e Kim, 2020). Essas moléculas tém carater anfipatico,
sendo estruturalmente marcadas pela presenca de um grupamento polar, formado por atomos
com concentracdo de carga (anionico, catidnico, anfétero) ou ndo id6nico, ligado a um
grupamento apolar, geralmente uma cadeia carbonica (Figura 1) (Desai e Banat, 1997; Alam et

al., 2019).

)
parte apolar :
soluvel em 6leo )

parte polar
soltvel em agua

S ST TESEGETIE

Figura 1 - Representagdo esquematica de uma molécula de surfactante (Daltin, 2011).

No interior de um liquido, as moléculas do tensoativo sofrem atracdo umas das outras,
de forma que estao submetidas as mesmas for¢as de atracdo em todas as dire¢des, configurando
uma soma vetorial resultante nula. Contudo, sabendo que as moléculas da superficie ndo estdo
rodeadas de outras moléculas do liquido em todas as dire¢des, entende-se que a auséncia de
moléculas acima delas e a presenga de moléculas abaixo delas gera uma forga resultante de
atracdo perpendicular a superficie, voltada para o centro do liquido. Essa for¢a perpendicular a
superficie, resultante do ndo balanceamento da atracdo das moléculas, recebe o nome de tensao
superficial (Daltin, 2011; Shaban, Kang e Kim, 2020).

Além da reducdo da tensdo superficial, os surfactantes estdo associados a trés outras
propriedades: formagao de emulsoes, capacidade de detergéncia e formagao de espuma (Figura
2). Estas propriedades se devem ao carater anfipatico dos tensoativos permite que estas
moléculas se acumulem na superficie de goticulas de um liquido imiscivel. Dessa forma as
goticulas sdo estabilizadas e forma-se uma mistura desses liquidos, conhecida como emulsao

(Figura 2 - A) (Salager, 1999; Zembyla, Murray e Sarkar, 2020).



O efeito de detergéncia ¢ resultado do recobrimento de uma sujeira apolar sobre uma
superficie por moléculas de surfactante. Com isso, esses compostos promovem a deformagao
da sujidade e o seu desprendimento da superficie, gerando uma mistura estavel entre a dgua de
enxague e a sujeira apolar (Figura 2 - B) (Salager, 1988; In¢s et al., 2023; Phaodee e Weston,
2023).

Por fim, a formagdo de espuma deriva da agitacdo de uma solugdo contendo tensoativo.
Assim, hd o acimulo de moléculas do surfactante na superficie liquido-ar das bolhas geradas

pela agitacao (Figura 2 - C) (Pugh, 1996; Petkova et al., 2020; Deotale et al., 2023).
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Figura 2 — Esquema sobre as propriedades dos surfactantes A. Representacdo da formacao de uma emulsdo, com
goticulas de 6leo recobertas de moléculas de tensoativo em agua. B. Representagdo da retirada de sujeira apolar
do substrato. C. Representagdo da formagao de espuma a partir da formacao de bolhas de ar em solugdo. (Daltin,
2011, modificado).

As propriedades dos tensoativos (redugdo da tensdo interfacial e superficial,
emulsionamento, detergéncia e formagao de espuma) os tornam compostos versateis no que diz
respeito as suas aplicabilidades industriais. Assim, entende-se que uma vasta gama de processos
industriais envolve o uso de surfactantes, sendo essas moléculas participantes de processos
produtivos das industrias de cosméticos, alimenticia, téxtil, petroleira, dentre outras (Shaban,
Kang e Kim, 2020).

Na industria de alimentos os surfactantes estabilizam: espumas alimenticias (mousses,
sorvetes e cremes), sistemas de gorduras com dgua (leite, chocolates e margarinas) e emulsdes
de alimentos industrializados polifasicos (maionese) (Ribeiro, Guerra e Sarubbo, 2020). Na
industria téxtil os tensoativos sao aplicados em diferentes etapas da producdo, seja por sua
capacidade de detergéncia durante os diversos processos de lavagem, ou por sua acdo
emulsificante, durante processos de lubrificagdo ou acabamento das fibras téxteis (Daltin, 2011;
Yadav et al., 2023). Na industria de cosméticos os surfactantes sdo parte da formulacdo do
produto final ou participantes do processo produtivo, agindo como emulsificantes de outros
compostos das formula¢des ou promovendo detergéncia (Schramm, Stasiuk e Marangoni, 2003;

Venkataramani, Tsulaia e Amin, 2020).



1.2 Surfactantes em solucao

Em liquidos polares, como a dgua, o grupamento polar (ou hidrofilico) de uma molécula
de surfactante contribui para a solubilizac¢do, ao passo que o grupamento apolar (ou hidrofébico)
reduz a solubilidade. Sendo assim, moléculas de tensoativo nunca apresentam total estabilidade
quando dissolvidos. Em busca de maior estabilidade, esses compostos anfipaticos se acumulam
na superficie liquido-ar, de forma que a por¢ao hidrofilica fica em contato com o liquido polar
e a por¢do hidrofobica em contato com o ar. Quando a éarea da superficie liquido-ar ¢
completamente preenchida por moléculas de surfactante, moléculas excedentes migram para as
superficies liquido-solido. Dessa forma, a por¢ao hidrofobica € posicionada diretamente em
contato com as paredes do recipiente que contém o liquido. Uma vez que as superficies liquido-
solido estdo completamente ocupadas, as moléculas de surfactante restantes ficam livres em
solugdo; ou, em uma dada uma concentracdo, organizam-se em estruturas tridimensionais,
conhecidas como micelas, que lhes conferem maior estabilidade. Em uma micela, as por¢des
polares das moléculas de tensoativo estdo expostas ao liquido polar, enquanto as porgdes
apolares estdo em contato umas com as outras, devido a afinidade entre si (Salager e Fernandez,
1993; Holmberg et al., 2002; Ghosh, Ray e Pramanik, 2020).

Os surfactantes reduzem a tensdo superficial e interfacial ao acumularem-se na
superficie liquido-ar ou liquido-liquido, respectivamente. Desta forma, esses agentes
tensoativos promovem uma separagao parcial entre as moléculas do liquido, que exercem forgas
de atragdo entre si (Figura 3 - A). A separacao dessas moléculas resulta em uma diminuicao das
forcas de atragdo entre elas, o que, por sua vez, reduz a forga resultante do ndo balanceamento
dessa atragdo, reduzindo a tensdo superficial e interfacial (Figura 3 - B) (Daltin, 2011; Shaban,

Kang e Kim, 2020).
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Figura 3 - Esquema sobre as for¢as de atragdo em uma intera¢do intermolecular. A. Representagdo das forgas de
atracdo entre as moléculas de um liquido na superficie. B. Representagdo da reducao dessas forcas mediante a
separagdo das moléculas da superficie por moléculas de surfactante. (Daltin, 2011).

Dentre os principais fatores limitantes da capacidade redutora da tensdo superficial de
um surfactante, destacam-se o atingimento do limite maximo de moléculas que podem ocupar

a superficie liquido-ar da solu¢do. Essa barreira de concentragdo corresponde a quantidade de



tensoativo em solucdo a partir da qual comega a formacdo de micelas, e ¢ conhecida como
concentragdo micelar critica (CMC) (Barbosa et al., 2022). Em outras palavras, a tensao
superficial do liquido diminui @ medida que aumenta a concentracao de tensoativo, até atingir
a CMC. Além desse ponto, a adi¢do de mais moléculas de surfactante resulta na formagao de
micelas, ao invés de um aumento na quantidade de surfactante nas superficies da solucao

(Mulligan, 2005; La Mesa e Risuleo, 2021).

1.3 Biossurfactantes

Biossurfactantes sao moléculas de origem biologica com propriedades tensoativas,
alguns dos quais sdo produzidos por microrganismos, geralmente sintetizados como uma
mistura complexa de homologos (Karlapudi et al., 2018; Sun et al., 2019). Nessas substancias,
a por¢ao hidrofébica ¢ formada por um ou mais 4cidos graxos, sejam eles saturados,
insaturados, hidroxilados ou ramificados. Por outro lado, a por¢ao hidrofilica pode apresentar
natureza anfotérica, neutra, carregada positivamente ou negativamente. Esse grupamento polar
pode ser formado por grupos como éster, hidroxila, fosfato, carboxilato, carboidrato, dentre
outros (Silva et al., 2014; Jahan et al., 2020).

Biossurfactantes podem ser divididos em diferentes classes, as quais se distinguem de
acordo com o grupamento hidrofilico da molécula, sdo elas: glicolipideos, lipopeptideos,
fosfolipideos, acidos graxos, surfactantes particulados e surfactantes poliméricos (Otzen, 2017;
Atta et al., 2021). Adicionalmente, ha uma classificagdo de acordo com a massa molecular do
biossurfactante em compostos de baixa massa molecular e compostos de alta massa molecular
(Pessba et al., 2019). Os biossurfactantes de baixa massa molecular mais conhecidos e
estudados sdo os glicolipideos, cuja porcao soluvel em &4gua sdo carboidratos, e os
lipopeptideos, com por¢ao hidrofilica de carater peptidico (Guimaraes, 2019).

O equilibrio Unico entre as partes hidrofilica e hidrofobica resultante da biossintese
dessas moléculas lhes conferem propriedades especificas, que vao além das capacidades dos
tensoativos sintéticos ja mencionadas (reducdo da tensdo superficial, emulsionamento,
detergéncia e formacdo de espuma) (Jahan et al., 2020). Dentre as propriedades Unicas dos
biossurfactantes, podemos destacar a menor toxicidade, maior biodegradabilidade e maior
estabilidade sob condi¢des extremas de temperatura, pH e salinidade. Adicionalmente, as
fungoes fisiologicas dos biossurfactantes ja descritas incluem atividade antimicrobiana, adesao
celular, motilidade, interacdo com biofilme, acdo antiadesiva e capacidade anticorrosiva (Couto

et al., 2016; Jahan et al., 2020; Badmus et al., 2021).



A capacidade dos biossurfactantes de inibir a formagdo de biofilme, ou seja, a sua
capacidade antiadesiva, ¢ resultado da mudan¢a de hidrofobicidade de uma dada superficie
quando condicionada por um biossurfactante. Esse processo leva a uma diminui¢do das
interacdes eletrostaticas entre a superficie celular e a superficie condicionada (Figura 4 - A)
(Araujo et al., 2016). A atividade anticorrosiva, também se d4 através do condicionamento da
superficie a ser protegida. Nesse caso ocorre a formagdo de um filme protetor que age como
barreira inibitoria contra os ions H" e Oz, evitando assim a corrosdo (Figura 4 - B) (Araujo,

Freire e Nitschke, 2013; Ptaza e Achal, 2020).
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Figura 4 - Esquema sobre as atividades antibiofilme e anticorrosiva. A. Representagdo do efeito inibitério da
formacdo de biofilmes. B. Representagdo do efeito inibitério da corrosdo, mediante o condicionamento da
superficie (Araujo, Freire e Nitschke, 2013, modificado).

A agdo antimicrobiana dos biossurfactantes ¢ uma das suas propriedades mais bem
descritas, tratando-se de uma das principais funcdes fisioldgicas desses compostos. Nesse
contexto, o grupo da surfactina, pertencente a classe dos lipopeptideos, ¢ o surfactante mais
estudado. A surfactina age como um desestabilizador de membranas, devido a sua estrutura

ciclica. Esse lipopeptideo ¢ capaz de penetrar a membrana através de interagdes hidrofobicas,



levando assim a perturbagdes na estrutura da bicamada lipidica (Jacques, 2011; Ptaza e Achal,
2020).

Comparativamente, em contextos industriais, essas moléculas bioldgicas sao potenciais
substitutos das suas contrapartes quimicas. Esses tensoativos de origem biologica podem ser
aplicados em diferentes ramos, tais como o ambiental, cosmético, alimenticio, da agricultura,
farmacéutico, biomédico e do petréleo. Biossurfactantes podem ser usados diretamente em
processos de lubrificagdo, umectacdo, fixacdo de corantes, emulsificacdo, producao de
dispersoes estabilizantes, espumante, antiespumante, aditivacao de alimentos e biorremediagao
(Barbosa et al., 2022).

Diversos microrganismos sdo capazes de sintetizar biossurfactantes, e o tensoativo
produzido tende a ser espécie especifico. Biossurfactantes da classe dos glicolipideos, podem
ser produzidos, dentre outros microrganismos, pelas espécies Pseudomonas aeruginosa,
Starmerella bombicola e Rhodococcus sp., as quais sintetizam os grupos ramnolipideos,
soforolipideos e trealolipideos, respectivamente (Farias et al., 2021). Comparativamente, os
biossurfactantes da classe dos lipopeptideos sdao amplamente produzidos por espécies de
Bacillus (Ndlovu et al., 2017). De acordo com Geissler e colaboradores (2019), estes
tensoativos podem ainda ser classificados de acordo com sua origem, sejam produzidos por
Bacillus spp. ou por non-Bacillus. Dentre os lipopeptideos de Bacillus spp., tem-se a iturina
sintetizada por Bacillus subtilis (Figura 5 - A), enquanto que representantes de lipopeptideos
non-Bacillus incluem a polimixina E de Paenibacillus polymyxa (Figura 5 - B) e a viscosina

sintetizada por Pseudomonas fluorescens (Figura 5 - C) (Geissler et al., 2019).
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Figura 5 - Esquema das estruturas quimicas de lipopeptideos produzidos por Bacillus spp. ou por non-Bacillus.
A. Tturina de B. subtilis. B. Polimixina E de P. polymyxa. C. Viscosina de P. fluorescens (Geissler et al., 2019).



1.3.1 Lipopeptideos

A classe dos lipopeptideos abriga alguns dos biossurfactantes mais eficientes, sendo
aqueles produzidos por espécies de Bacillus os mais estudados e caracterizados (Slivinski et
al., 2012). Estruturalmente, esses tensoativos sado compostos por uma por¢ao peptidica e outra
por¢ao de acidos graxos. Em geral, a parte peptidica ¢ proveniente de biossintese nao
ribossomal, além de ser ciclica e composta por sete (para a surfactina e a iturina) ou dez (para
a fengicina) aminoécidos. Por sua vez, as porg¢des lipidicas de acidos graxos podem apresentar
variagoes de comprimento, as quais diferem entre as classes de biossurfactantes. A surfactina
pode possuir uma cadeia que varia de C12 a C16, enquanto para a iturina a variagao ¢ de C14
a C17, ja a fengicina varia de C14 a C18 (Jacques, 2011; Yang ef al., 2015; Yang et al., 2020;
Sharma, Sundar e Srivastava, 2021).

Cada um desses biossurfactantes possui diferentes homologos que variam quanto a
composi¢ao de aminoacidos da por¢ao peptidica e quanto ao comprimento da cadeia carbonica
da porg¢ao lipidica (Jacques, 2011). A proporc¢ao de cada homologo de um dado biossurfactante
varia de acordo com o microrganismo produtor e, por se tratar de metabolitos secundarios, com
as condi¢des de cultivo as quais o organismo ¢ submetido (Jacques, 2011; Jahan et al., 2020).

O biossurfactante da classe dos lipopeptideos mais bem caracterizado ¢ a surfactina,
originalmente identificada a partir de uma cultura de B. subtilis. Esse tensoativo se destaca
devido a sua capacidade de reduzir significativamente a tensdo superficial da 4gua em pequenas

concentragdes, 0 que inspirou o nome que recebeu: “surfactina” (Bartal ef al., 2018).

1.3.2 Aplicacdes industriais

As propriedades fisico-quimicas dos lipopeptideos os tornam produtos de interesse para
numerosos setores industriais, incluindo as induastrias de cosméticos, a agricola, a farmacéutica,
a alimenticia e a petroquimica. Dentre os principais fatores que contribuem para as suas
aplicabilidades nessas diversas areas, destacam-se a capacidade promotora do crescimento de
plantas, atividade antimicrobiana, elevada capacidade redutora da tensdo superficial mesmo a
baixas concentracoes (Geissler et al., 2019).

Nas industrias farmacéutica, de cosméticos e de alimentos, os lipopeptideos chamam
atenc¢do por serem capazes de formar nano-emulsdes. Tratam-se de emulsdes com tamanho de
gota na escala nanométrica, que permitem a incorporacdo de moléculas pouco soluveis e
instaveis, mas com propriedades benéficas a saude, como vitaminas (Kale e Deore, 2017,
Geissler et al., 2019). Nesse contexto, a iturina se destaca pela sua capacidade de resisténcia a

floculacdo. Ja a fengicina foi o lipopeptideo mais estavel contra a quebra das emulsdes. Por fim,



a surfactina foi relatada como a mais eficaz em relagdo ao tempo necessério para atingir o
equilibrio na interface 6leo/agua e a tensdo interfacial final (Deleu et al., 1999).

Além disso, foi observado que as nano-emulsdes de surfactina chamam atengdo por
apresentarem propriedades antimicrobianas ndo encontradas em surfactantes quimicos. Joe e
colaboradores (2012) utilizando a surfactina, estabilizaram uma nano-emulsio a base de 6leo
de girassol e observaram alta atividade antimicrobiana contra Salmonella typhi, Listeria
monocytogenes € Staphylococcus aureus.

Na industria alimenticia, lipopeptideos podem ser aplicados no controle de populacdes
patogénicas durante o processamento de alimentos e da formagao de biofilme desses patdogenos
em equipamentos da industria. Araujo e colaboradores (2016) observaram que, mediante
adsorcao, a surfactina produzida por B. subtilis ATCC 21332 reduziu a adesdo e a formacao de
biofilme de L. monocytogenes e P. fluorescens. Outro estudo, envolvendo lipopeptideos de
Bacillus spp., atestou que a presenca desses biossurfactantes durante o processo de vinificagao
reduziu a populacao de Aspergillus carbonarius e, consequentemente, a concentragdo da sua
micotoxina cancerigena: ocratoxina A (Jiang et al., 2017).

No ramo da agricultura, microrganismos produtores de biossurfactantes podem ser
utilizados na composi¢do de bioinoculantes. As bactérias do género Bacillus sdo conhecidas
rizobactérias promotoras do crescimento de plantas, e os distintos integrantes da familia dos
lipopeptideos produzidos por esses procariotos contribuem de diferentes formas para a sua
interagdo com plantas. Esses biossurfactantes estdo associados a diversos fatores como (i)
promocao da formacao e espalhamento do biofilme rizosférico, (ii) processos de sinalizacao de
estresse biotico, (ii1) propriedades antibacterianas e antiflingicas, dentre outros (Geissler et al.,
2019).

Dimki¢ e colaboradores (2017) avaliaram a capacidade antimicrobiana de diferentes
lipopeptideos contra Pseudomonas syringae pv. aptata, Xanthomonas arboricola pv. juglandis
e L. monocytogenes. Dentre os biossurfactantes avaliados, a iturina foi determinada como
antimicrobiano mais eficaz, embora tenha sido observada uma dependéncia das proporgdes de
homologos produzidos com a bioatividade inibitoria descrita. Quanto a surfactina, outro estudo
demonstrou que este lipopeptideo estimula as vias de sinaliza¢do dependentes do acido
salicilico e do &cido jasmoOnico, importantes para as defesas das plantas contra estresses bidticos
(Le Mire et al., 2018).

Adicionalmente, lipopeptideos se destacam por apresentarem CMCs mais baixas, de

forma que quantidades menores deles sdo necessdrias em comparagdo com os demais



biossurfactantes e com os tensoativos derivados de petroquimicos. Essa propriedade torna os
lipopeptideos especialmente atrativos para aplicagdes que requerem menor pureza do produto,

tais como biorremediagdo ou recuperagao aprimorada de petroleo (Geissler et al., 2019).

1.3.3 Surfactina

Atualmente, a surfactina ¢ considerada um dos biossurfactantes mais potentes, sendo
capaz de levar a tensdo superficial da agua de 72 mN/m para 27 mN/m (Chen, Juang e Wei,
2015; Schmidt et al., 2023). Trata-se de um lipopeptideo anidnico estdvel em uma faixa de pH
entre 7 e 9, resistente a altas temperaturas e que mantém suas atividades biocidas e antibiofilme
quando exposto a fervura (100°C) e a autoclavagem (121°C) (Guimaraes, 2019; Singh e
Sharma, 2020).

Estruturalmente, a por¢ao lipidica da surfactina ¢ composta por uma cadeia de acido
graxo, que pode variar de 12 a 16 4tomos de carbono (Yang et al., 2015; Schmidt et al., 2023).
Ja a porgdo peptidica ¢ um heptapeptidio, havendo quatro homodlogos que variam quanto a
composi¢ao de aminoacidos do anel peptidico. O principal homoélogo de surfactina apresenta a
seguinte sequéncia de residuos de aminodcidos: L-Glul-L-Leu2-D-Leu3-L-Val4-L-Asp5-D-
Leu6-L-Leu7 (Figura 6) (Qi et al., 2023).
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Figura 6 - Representacdo estrutural da surfactina (Barros et al., 2007).

Diferentes microrganismos sao capazes de sintetizar a surfactina, tais como: B. subtilis,
B. amyloliquefaciens, B. tequilensis e B. vallismortis (Kisil et al., 2023). Dentre as espécies
produtoras, Bacillus velezensis vem ganhando destaque na comunidade cientifica por sua
capacidade de sintetizar uma variedade de metabolitos secundarios com aplicabilidades em

numerosas areas, como a agropecuaria e biorremediagado (Ye et al., 2018).
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A espécie B. velezensis foi primeiramente descrita por Ruiz-Garcia e colaboradores
(2005) em um projeto de selecdo de novos microrganismos produtores de lipopeptideos de
isolados ambientais. Analises genéticas subsequentes identificaram grupos de genes em
diferentes cepas relacionados a biossintese de metabolitos secundarios associados a supressao
de patdgenos, a indugdo de resisténcia sist€émica e a promo¢do do crescimento das plantas
(Rabbee et al., 2019). Outro estudo, trabalhando com a cepa B. velezensis AB, observou que a
bactéria, ao sintetizar uma enzima azoredutase, foi capaz de degradar o corante Direct Red 28
(DR28), pertencente a familia de corantes azo, conhecidamente toxicos e cancerigenos (Adeniji,
Loots e Babalola, 2019).

Além disso, cepas de B. velezensis se destacam pela producdo de surfactina com alta
capacidade redutora da tensdo superficial. Liu e colaboradores (2010) isolaram a cepa B.
velezensis H3 de amostras de lodo marinho e atestaram sua capacidade de reduzir a tensdo
superficial da solugdo salina tamponada com fosfato (PBS) de 71,8 mN/m para 24,8 mN/m.
Simultaneamente, a cepa B. velezensis H20-1 distingue-se por produzir uma surfactina com a
mesma sequéncia de residuos de aminoacidos da surfactina produzida por B. subtilis. Além
disso, a surfactina produzida apresenta atividade antimicrobiana contra bactérias redutoras de
sulfato (BRS) (Korenblum et al., 2012).

Bacillus velezensis H20-1 foi originalmente identificada e isolada de pocos de petrdleo
do reservatorio de Marlim, no Brasil, por Korenblum e colaboradores (2005; 2012) como
Bacillus sp. H20-1. Posteriormente, Bacillus sp. H20-1 foi identificado como B. velezensis
H20-1 por Guimardes e colaboradores (2019). Estes pesquisadores também avaliaram as
propriedades da surfactina produzida por B. velezensis H20O-1 e observaram que o tensoativo
apresenta excelente capacidade emulsificante e estabilidade frente a variagdes de temperatura,
pH e forca idnica. Adicionalmente, Guimardes e colaboradores (2019) atestaram que o
biossurfactante dessa cepa mantém as suas atividades superficiais em condig¢des extremas de

temperatura, pressao e salinidade encontradas nas camadas pos-sal e pré-sal.

1.4  Agentes tensoativos na industria do petréleo

A industria do petréleo destaca-se dentre as industrias que, de forma amplamente
diversa, mais aplicam os tensoativos em seus processos. Dentre os principais surfactantes
sintéticos empregados nessa area pode-se ressaltar: dodecilsulfato de sodio (SDS), brometo de
cetiltrimetilamonio (CTAB), brometo de dodeciltrimetilaménio (DTAB), cloreto de
dodeciltrimetilamonio (DTAC) e tergitol 1-S-12 (Tg12). Esses compostos sdo utilizados, nesse

contexto, na formulac¢do utilizada para o processo de perfuracdo de pocos (que gera o
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subproduto chamado lama de perfuracdo) e de dleos lubrificantes, na remediacdo e dispersdo
de derramamentos de 6leo, na redu¢do e mobilizacdo de residuos de dleos em tanques de
estocagem e na recuperagdo melhorada do petroleo (Enhanced Oil Recovery - EOR) (Daltin,
2011; Almeida et al., 2016; Massarweh e Abushaikha, 2020).

No que diz respeito aos biossurfactantes, a industria petrolifera representa o maior
mercado para a sua aplicagdo tecnoldgica. Eles podem ser utilizados em diversas etapas da
cadeia produtiva, como na extragdo e transporte do petroleo, na limpeza de tanques de
armazenamento, no tratamento de residuos de 6leo e na recuperagdo melhorada de petréleo por
microrganismos (Microbial Enhanced Oil Recovery - MEOR) (Almeida et al., 2016; Jahan et
al., 2020; Barbosa ef al., 2022). Dentre os principais fatores que contribuem para o amplo uso
desses compostos na industria do petroleo destaca-se a viabilidade de aplicagdo na forma
“bruta”. Esse fator elimina a necessidade de etapas de purificagdo do produto, as quais estao
associadas a aproximadamente 60% dos custos de produgao desses tensoativos (Sarubbo, Lunaa

e Rufinoa, 2015; Guimaraes, 2019).

1.4.1 Biocorrosao na industria do petréleo

Diferentes técnicas podem ser aplicadas para a recuperacao do petréleo, sendo a injecao
de agua pressurizada a técnica mais utilizada na etapa de recuperagdo secundaria de petroleo.
Essa metodologia promove o desalojamento do 6leo residual retido na rocha reservatorio até o
poco produtor (Firozjaii e Saghafi, 2020; McLaughlin ef al., 2020). No reservatorio, a agua de
injecdo se mistura com a agua residual do proprio poco (dgua de formacao), onde a jungdo
resultante recebe o nome de 4gua de produgao (Olajire, 2020).

A presenca de diferentes microrganismos, especialmente as Bactérias Redutoras de
Sulfato (BRS), na 4gua de produgdo pode levar a formacdo indesejada de biofilme (Plaza e
Achal, 2020; Khan, Hussain e Djavanroodi, 2021). Biofilmes sdo col6nias microbianas, com
camadas de microrganismos de uma ou mais espécies, envoltas por matriz polimérica
extracelular. Essa matriz ¢ principalmente composta por exopolissacarideos (EPS) que estao
aderidos a uma superficie (Procopio, 2022; Sauer et al., 2022; Flemming et al., 2023). O
crescimento microbiano sobre a superficie depende do desenvolvimento de um comportamento
multicelular, o qual € resultante de mecanismos de comunicagdo entre os microrganismos,
dentre os quais se destaca o chamado Quorum sensing (Zhou et al., 2020).

Evolutivamente, a formag¢do de biofilme estd associada a vantagens como maior
prote¢do em ambientes hostis e contrafatores ambientais, bem como o aumento na aquisi¢ao de

nutrientes (Sauer ef al., 2022). Entretanto, na industria do petroleo a formagao de biofilme sobre
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superficies metalicas de tubulacdes e tanques de armazenamento costuma estar associada a
incidéncia do fendmeno chamado corrosdo induzida por microrganismos (CIM) ou biocorrosao
(Procopio, 2022).

Define-se como corrosdo o processo de deterioragdo de um material por acdo quimica
ou eletroquimica, podendo ou ndo estar associada a acdo mecanica (Kadhim et al., 2021).
Quando a corrosao € provocada ou acelerada pela presenca de microrganismos ou seus produtos
¢ denominada biocorrosdo, processo que representa cerca de 40% de toda a corrosdo interna de
dutos na industria do petroleo (Gentil, 2011; Muthukumar, 2014; Almeida et al., 2016;
Guimaraes, 2019). A formacao de biofilmes contribui para esse processo ao permitir a fixagao
dos microrganismos na superficie metalica. Além disso, a formacao de biofilme permite o
estabelecimento de um gradiente de concentracdo de diferentes espécies quimicas, bem como
a alteragao das condigdes eletroquimicas dentro da matriz do biofilme (Khan, Hussain e
Djavanroodi, 2021).

No contexto da industria do petroleo, as BRS se destacam por sua notoria participagao
na biocorrosdo de tanques de armazenamento, encanagdes € maquinario de bombeamento
(Khan, Hussain e Djavanroodi, 2021). Essas bactérias contribuem para a CIM, principalmente,
ao utilizarem SO4>" como aceptor terminal de elétrons. Nesse processo hé a geragdo do HzS, o
qual reage com a superficie metélica, formando assim FeS a partir da oxidagdo do ferro a Fe?*

(Figura 7) (Tran et al., 2021; Procopio, 2022).

Figura 7 - Representagdo do processo de CIM por BRS (Khan, Hussain e Djavanroodi, 2021, modificado).

As BRS estdo associadas a corrosdo puntiforme localizada, conhecida como “pitting
corrosion”. Essa corrosdo ¢ marcada pela deposicdo de sulfetos de ferro de cor negra
caracteristica, que preenchem os buracos, defeitos e depressdes resultantes da corrosao

(Tsarovtceva et al., 2023). Vale ressaltar que diversos fatores interferem na taxa de corrosao,
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tais como as espécies microbianas envolvidas, fonte de carbono, tipo de metal, a biomassa total
aderida a superficie metélica e o estado metabdlico das células (Guimaraes, 2019).

Em 2013, o custo global de fendmenos corrosivos indesejados foi estimado em torno de
2,5 trilhdes de dolares, equivalente a 3,4% do PIB mundial da época (NACE International,
2016). Na industria petroquimica, a corrosao, estd associada a perda de produto, paradas do
processo produtivo (shutdowns) e vazamentos. Vazamentos, por sua vez, causam perda de 6leo
e permitem infiltracdo de agua e lodo, o que aumenta os danos na superficie metalica. Dessa
forma, vazamentos decorrentes de processos corrosivos nessa industria se configuram como um
risco ambiental e a saide humana (Prabha et al., 2014; Groysman, 2017; Al-Moubaraki e Obot,
2021). Durante o processo produtivo (upstream), a corrosao esta associada a um custo anual de

1,4 bilhdes de dolares para a industria do petroleo (Chilingar, Mourhatch e Al-Qahtani, 2013).

1.4.2 Surfactina de Bacillus velezensis H20-1 como agente anticorrosivo

Para o controle da biocorrosdo, a industria petroleira utiliza biocidas quimicos e
surfactantes sintéticos. A aplicacdo dessas substancias visa a inibi¢ao da adesao e das atividades
metabolicas dos microrganismos associados a corrosdo, e, consequentemente, do crescimento
dessas espécies (EI-Monem et al., 2020). Entretanto, o emprego de biocidas esta associado a
impactos toxicos ao meio ambiente, podendo até mesmo levar a formag¢do de mecanismos de
resisténcia (Jurelevicius et al., 2008). Simultaneamente, os surfactantes quimicos sdo, em sua
maioria, ndo biodegradaveis e toxicos para diferentes microrganismos, plantas e sistemas
aquaticos (Rebello et al., 2014; Fernandes, Simdes e Dias, 2023).

Na ultima década foram implementadas mudangas regulamentares referentes as
questdes ambientais. Paralelamente, o apelo pela utilizagdo de tecnologias da quimica verde
vem ganhando espag¢o no mercado consumidor. Esses fatores, em conjunto, aumentaram a busca
da industria petroquimica por alternativas menos nocivas do ponto de vista ambiental, dentre
as quais incluem-se alternativas aos surfactantes sintéticos e biocidas quimicos (Ingham et al.,
2023). Nesse contexto, muitos trabalhos vém sendo realizados, especialmente por industrias
europeias e estadunidenses, em busca de novas op¢des menos toxicas e de maior eficacia para
o controle da proliferagdo de microrganismos causadores da biocorrosdo (El-Monem et al.,
2020; Verma et al., 2023a).

Uma alternativa promissora aos surfactantes sintéticos e biocidas quimicos que vem
atraindo a atencdo da industria petroquimica sdo os biossurfactantes (Ingham et al., 2023). Tais

compostos sdo especialmente atraentes devido a sua menor toxicidade, maior
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biodegradabilidade e maior estabilidade perante condigdes extremas de temperatura, pH e
salinidade (Verma ef al., 2023a).

Achados anteriores de Korenblum et al., (2012), atestam que a surfactina produzida por
B. velezensis H20-1 possui atividade antimicrobiana contra a cepa Desulfovibrio alaskensis
NCIMB 13491, considerada uma BRS. Assim, levando em considerag¢ao o impacto de BRS na
ocorréncia de biocorrosdo na industria do petrdleo, a surfactina de B. velezensis H20-1 tem
grande potencial de aplicacdo como agente inibidor dos microrganismos causadores da
biocorrosao presentes em agua de produgao.

Guimaraes (2019) avaliou a formagdo de biofilme ¢ a consequente biocorrosdo em
cupons de ago carbono condicionados com surfactina produzida por B. velezensis H20-1 e
entdo expostos a dgua de producdo em um biorreator. No estudo, os cupons ndo condicionados
apresentaram estruturas compativeis com as de um biofilme maduro e areas de corrosao.
Comparativamente, nos cupons condicionados com surfactina foram observadas apenas
algumas células aderidas e sujidades sobre a superficie. Vale ressaltar que as areas de corrosao
observadas nos cupons condicionados foram significativamente menores do que as areas de

corrosao dos cupons nao condicionados.

1.4.3 Viabilidade econdomica da aplicacao tecnolégica de biossurfactantes

O mercado global de biossurfactantes ¢ impulsionado pela crescente conscientizagao
dos consumidores sobre alternativas de produtos ecologicamente corretos e sustentaveis, e pelo
aumento da demanda das industrias de uso final. Assim, espera-se que até 2029 este mercado
atinja um valor de 5,99 bilhdes de dolares (US$), em relagdo aos US$ 3,73 bilhdes registrados
em 2020 (Exactitude Consultancy, 2023).

Contudo, os altos custos de fabricagdo de biossurfactantes sao um dos principais fatores
que limitam o crescimento do mercado. No caso da industria do petroleo, a ndo necessidade de
etapas de purificacdo do produto, responsaveis por cerca de 60% das despesas de producao,
amenizam essa limitagao (Sarubbo, Lunaa e Rufinoa, 2015; Guimaraes, 2019). Mesmo assim,
estratégias para a reducgao dos custos de producio vém sendo desenvolvidas e avaliadas. Dentre
elas tem-se a otimizacdo das condi¢cdes de cultivo (agitagdo, temperatura e tempo de
fermentagdo e formulacdo dos meios de cultivo) ou técnicas de bioengenharia que visam
aumentar a sintese de biossurfactante ou alterar os substratos demandados para tanto (Banat ef
al., 2014; Sundaram et al., 2024).

Nos casos em que etapas de purificacdo do produto sdo dispensaveis, a composicao de

meios de cultivo para o crescimento dos microrganismos produtores desses tensoativos €
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responsavel por até 50% dos investimentos totais de producao (Almeida et al., 2016; Nazareth
et al.,2021). Com isso, visando reduzir essas despesas, a aplica¢do de residuos agroindustriais,
incluindo farelos, melago de beterraba e de cana-de-agucar, bagago de cana-de-agucar, palha de
trigo, mandioca, farinha de mandioca, palha de arroz, casca de soja, dentre outros, vem sendo
estudada (Banat et al., 2014; Almeida et al., 2016; Kim et al., 2021; Nazareth et al., 2021; Gaur
etal., 2022).

O melago de cana-de-agtcar € um dos principais subprodutos do refinamento do agucar,
onde cerca de 0,38 toneladas de melagco sdo geradas para cada tonelada de agucar bruto
fabricada (Chauhan et al., 2011; Zhang, Wang ¢ Jiang, 2021). Sendo assim, 55 milhdes de
toneladas de melago sdo produzidas por ano globalmente (Nufiez-Caraballo ef al., 2019). Esse
residuo se caracteriza como um xarope concentrado de alto teor de aglcares, contendo
principalmente sacarose (45% m/v), glicose (5% m/v) e frutose (5% m/v) (Li et al., 2013; Wu
et al., 2017). Além disso, esse subproduto ¢ composto também por metais pesados, compostos
nitrogenados, outros carboidratos, aminoacidos, proteinas e vitaminas (Zhuang et al., 2012; Wu
etal., 2017).

Quando comparado a glicose e outras fontes de carbono, o melago ¢ uma promissora
matéria prima de baixo custo para o crescimento microbiano, bem como para a sintese de
bioprodutos como etanol, acidos organicos, enzimas e biossurfactantes (Fadel et al., 2013;
Banat et al., 2014; Rocky-Salimi et al., 2017; Wang et al., 2018; Wang et al., 2019; Sundaram
et al., 2024). Tal aplicag@o desse subproduto agroindustrial evita o seu simples descarte ou uso
na produgdo de ragdo de baixo valor, contribuindo para a redug¢do da poluicdo ambiental e do
desperdicio de recursos, bem como a geracdo de produtos biologicos de interesse industrial
(Zhang, Wang e Jiang, 2021). Contudo, metais pesados, pigmentos € outros materiais em
suspensdo no melaco podem ter efeitos adversos no crescimento microbiano e no acumulo de
alguns bioprodutos, demandando processos de clarificagdo ou pré-tratamento nesses casos
(Zhang, Wang e Jiang, 2021).

Apesar disso, diferentes estudos vém observando resultados positivos aplicando melago
para a biossintese de biossurfactantes, mesmo sem etapas prévias de clarificagdo ou pré-
tratamento. Rokni e colaboradores (2022) produziram ramnolipideos provenientes da cepa
Pseudomonas putida KT2440 e observaram que o maior rendimento (5,4 g/L) foi obtido em
meio contendo melaco, quando comparado a meios contendo glicose, azeite ou glicerol como

fontes de carbono. Em outro trabalho, altas concentragdes de surfactina (12,34 g/L) foram
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observadas no cultivo da cepa Bacillus subtilis RSL-2, utilizando melago de cana-de-agtcar
como unica fonte de nutrientes (Verma et al., 2020).

Na industria petroquimica, o uso de biossurfactantes produzidos em meio contendo
melago como agentes de biocontrole da CIM dispensa processos adicionais de purificacao do
tensoativo e de clarificacdo ou pré-tratamento do melago. Dessa forma, a formulacdo de um
meio de cultivo contendo melago se configura como uma promissora estratégia para a redugao
dos custos de produgdo de surfactina por B. velezensis H20-1 visando a sua aplicacdo na

industria petroquimica como agente inibidor da biocorrosdao por BRS.
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2. JUSTIFICATIVA

A crescente demanda por solugdes industriais ambientalmente sustentaveis destaca a
importancia de substituir substancias toxicas e ndo biodegradaveis por alternativas ecologicas
(EI-Monem et al., 2020; Ingham et al., 2023;). No contexto da industria do petréleo, os desafios
relacionados a biocorrosao de dutos e tanques tém tradicionalmente sido abordados com o uso
de biocidas quimicos e surfactantes sintéticos. No entanto, esses compostos apresentam alta
toxicidade e impactos ambientais significativos, além de custos crescentes devido a
regulamentagdes mais rigidas (Muthukumar, 2014; Guimaraes, 2019; Verma et al., 2023a).

Nesse contexto, os biossurfactantes, em especial a surfactina, t€ém ganhado destaque, e
surgem como uma alternativa promissora devido a sua baixa toxicidade, biodegradabilidade e
estabilidade perante faixas de temperatura, salinidade e pressdo caracteristicos de reservatérios
de petroleo (Guimaraes, 2019; Jahan et al., 2020; Badmus et al., 2021). A cepa Bacillus
velezensis H20-1, isolada de pogos de petroleo do reservatério de Marlim, no Brasil, ¢ um
promissor microrganismo para a producdo em larga escala de surfactina (Korenblum et al.,
2005, 2012). Isso se deve a sua comprovada capacidade antimicrobiana, potencial anticorrosivo
e alta eficiéncia mesmo em baixas concentragdes (Guimaraes, 2019).

Apesar de seu potencial, o uso desses biossurfactantes ainda nao foi implementado em
larga escala, o que se deve, em parte aos elevados custos do meio de cultivo convencional,
baseado em glicose (Almeida et al., 2016; Nazareth et al., 2021). Neste cendrio, o uso de
residuos agroindustriais, como o melaco de cana-de-actucar, representa uma solugdo inovadora
e sustentavel para reduzir os custos de produgdo, mantendo a eficacia e as propriedades do
biossurfactante (Verma et al., 2020; Rokni et al., 2022). Além disso, a utilizagdo de melago
promove o reaproveitamento de um residuo industrial abundante, alinhando-se aos principios
da economia circular (Nufiez-Caraballo et al., 2019).

Portanto, este estudo se justifica pela necessidade de viabilizar economicamente a
producdo de surfactina, utilizando um meio alternativo baseado em melaco, e de explorar sua
aplicacdo como agente anticorrosivo sustentavel na industria do petroleo. Esta abordagem
atende as demandas por inovacao tecnologica sustentavel, contribuindo para a redugdo de

impactos ambientais e fortalecendo o uso de tecnologias verdes no setor industrial.
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3. OBJETIVOS

3.1

Objetivos gerais

O projeto busca avaliar o cultivo de Bacillus velezensis H20-1, bem como a producao

de surfactina, em um meio de cultivo alternativo que contém melago de cana-de-agiicar como

fonte de carbono, visando a redugdo dos custos em relagao ao meio de cultivo convencional

contendo glicose como fonte de carbono. Adicionalmente, pretende-se caracterizar as

propriedades fisico-quimicas, antiaderentes e anticorrosivas dos tensoativos produzidos no

novo meio proposto.

3.2

w»ok w N

Objetivos especificos

Avaliar a capacidade do meio alternativo proposto de promover o crescimento de B.
velezensis H20-1;

Avaliar a cinética de crescimento da cepa no meio alternativo;

Extrair e quantificar a surfactina produzida nas condi¢des de cultivo propostas;
Investigar as propriedades tensoativas da surfactina produzida em meio alternativo;
Avaliar a estabilidade a longo prazo do biossurfactante mediante métodos de
preservagao ¢ armazenamento;

Determinar o potencial inibitério da formacao de biofilme de BRS em ago da surfactina
produzida;

Investigar a capacidade do biossurfactante de inibir em superficie de aco carbono a

corrosdo induzida por microrganismos;
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Producio da Surfactina

4.1.1 Microrganismo

A produgdo da surfactina, neste estudo, se deu através do cultivo da cepa de Bacillus
velezensis H20-1 isolada de um pogo de petroleo de Marlim, Brasil (Korenblum et al., 2005).
O isolado foi gentilmente fornecido pelo Laboratério de Genética Microbiana do Instituto de
Microbiologia da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), coordenado pela Prof. Lucy
Seldin. O microrganismo foi criopreservado a -80°C em caldo Luria Bertani Miller (LB),
adicionado de 20% de glicerol (Guimaraes, 2015; 2019).

A bactéria preservada em tubo criogénico foi reativada em placa de Petri, transferida a
um Erlenmeyer contendo caldo LB e incubada em agitador orbital durante 24 horas a 30°C e
170 rpm. Apo6s esse periodo de incubagao, foi adicionado 20% de glicerol ao caldo LB, ¢ o meio
contendo Bacillus velezensis H20-1 foi armazenado em 10 novos tubos criogénicos de 2 mL.
Os novos tubos criogénicos foram armazenados em freezer a -20°C para a realiza¢do dos

ensaios posteriores.

4.1.2 Meios de cultivo

O meio alternativo proposto e avaliado neste estudo, de composi¢ao (% m/v) melago
2,0, NaCl 1,0, Na,HPO4 0,944, KH>PO4 0,2, MgS04 0,02, (NH4)2SO4 0,2; ¢ um meio mineral
cuja fonte de carbono ¢ o melaco de cana-de-agucar. Comparativamente, hd o meio
convencional, de composi¢ao (% m/v) glicose 1,0, NaCl 1,0, NaxHPO4 0,5, KH>PO4 0,2,
MgSO4 0,02, (NH4)2SO4 0,2; trata-se de um meio mineral cuja fonte de carbono ¢ a glicose

(Guimaraes et al., 2021).

4.1.3 Processo de producio da surfactina

Para a produgdo da surfactina, conforme descrito por Guimaraes ef al., (2021), a cepa
de Bacillus velezensis H20-1 foi reativada em placa de Petri contendo meio LB e entdo
transferida a um meio de pré-indculo (Anexo 1). O pré-inoculo foi incubado em agitador orbital
a 30°C e 170 rpm durante 14 horas. Concluido o periodo de incubagdo do pré-inéculo, uma
aliquota desse cultivo foi retirada e centrifugada a 12.500 xg durante 10 minutos (min) para a
deposicao das células de B. velezensis H20-1. O precipitado celular foi ressuspenso em agua
ultrapura e entdo levado ao espectrofotometro para a medi¢ao da densidade optica (DO) a 600

nm. Uma vez obtida a DO do pré-indculo, foi possivel realizar um calculo para a inoculagao de
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0,032 Abs (absorbancia), valor de DO que equivalente a 20 mg/L de células no meio de cultivo,
seja ele convencional ou alternativo (Equagao 1). Essa concentragdo celular se baseia em uma
curva padrao que relaciona a absorbancia de B. velezensis H20-1 suspensas em dgua € a massa

seca de células, obtido em trabalhos anteriores do grupo (Anexo 2).

Equacdo 1:  Absorbanciaps.ingculo X Volumeinerado = 0,032 Abs X Volumeyeio de produgao

Uma vez inoculadas 20 mg/L de células no meio de producdo de surfactina, este foi
incubado em agitador orbital a 30°C e 170 rpm durante 72 horas. Cada batelada foi cultivada
em triplicata. Concluido o periodo de incubacgdo, o cultivo de B. velezensis H20-1 foi levado a
centrifuga a 12.500 xg durante 15 min a 4°C, para a obtencdo do sobrenadante contendo a
surfactina produzida pela bactéria. O sobrenadante foi mantido sob refrigeracdo a 4 °C até a

realizagdo dos ensaios posteriores.

4.1.4 Cinética de crescimento

A cepa de B. velezensis H20-1 foi cultivada sob agitacdo a 30°C e 170 rpm. Aliquotas
de cultivo foram obtidas em intervalos de 2 horas do periodo de 0 horas a 83 horas de cultivo.
Apoés a coleta, as amostras foram entdo centrifugadas a 12.500 xg durante 10 min para a
deposicao das células e o precipitado celular foi ressuspenso em dgua destilada. O crescimento
celular, acompanhado com base nos valores de DOgoonm, fo1 expresso em massa seca (Anexo
2). O experimento foi realizado em triplicata biologica (experimental).

Além disso, aliquotas de cultivo foram obtidas em intervalos de 12 horas do periodo de
0 horas a 72 horas. As aliquotas foram submetidas a diluigdes seriadas na base 10 (Anexo 3).
Em seguida, 100 pL de cada aliquota foi inoculada pelo método de espalhamento em superficie
com o auxilio de uma alga de Drigalski em meio LB. Ap6s o periodo de incubag@o de 24 horas
a 30°C, as placas de Petri foram retiradas da estufa e realizou-se a contagem de unidades

formadoras de colonia (UFC).

4.2  Extracao e quantificacido da surfactina

A cepa de B. velezensis H20-1 foi cultivada nas condigdes de cultivos descritas no item
4.1.3 em um periodo de 48 horas de cultivo. O referido tempo de crescimento foi escolhido em
vista que € o periodo de cultivo, em meio convencional, ideal para a obtenc¢ao de surfactina
observado em trabalhos anteriores (Guimaraes, 2015). Apds a incubagdo, o sobrenadante livre
de células (obtido conforme descrito no item 4.1.3) foi submetido a uma etapa de extragdo

liquido-liquido.
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Inicialmente, 100 mL do sobrenadante foram submetidos a uma precipita¢ao acida em
pH 2,0, ajustado com a adigdo de HCI 3M, como descrito por Verma et al., (2020). A solucao
resultante foi deixada em repouso durante 12 horas (overnigth) em geladeira, para a precipitagao
dos lipopeptideos. Em seguida, a solucao foi centrifugada a 12.500 xg por 15 min a 4°C. O
precipitado (biossurfactante bruto) foi ressuspenso em 8 mL de agua ultrapura e a solug¢ao
resultante levada a um frasco do tipo Erlenmeyer. Em seguida, foram adicionados 16 mL de
uma solugdo de acetato de etila e metanol na propor¢ao 4:1 (v/v) (Verma et al., 2020). O
Erlenmeyer foi submetido a 180 rpm de agitacdo em shaker durante 4 horas. Posteriormente a
solugdo foi transferida a um baldo de separagdo. Apdés um periodo de repouso de 1h a
temperatura ambiente, a fase organica obtida foi recolhida e mantida a temperatura ambiente
até a evaporacdo total do solvente. Em seguida, as amostras foram ressuspensas metanol e
filtradas através de filtros de seringa de 0,22 pm (nylon) (Pereira et al., 2013; Verma ef al.,
2020; Guimaraes et al., 2021).

A quantificagdo da surfactina produzida por B. velezensis H20-1 se deu através de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (HPLC - Agilent Technologies 1260 Infinity
I, CA, EUA). Dessa forma, 20 uL da amostra foram levados ao CLAE, nas condi¢des
cromatograficas descritas na Tabela 1. Adicionalmente, para a obtencdo do perfil
cromatografico do tensoativo (Anexo 4), foram realizadas analises com um padrao de surfactina

de Bacillus subtilis de 600 mg/L (Sigma-Aldrich) (Pereira et al., 2013; Guimaraes ef al., 2021).

Tabela 1 - Descreve as condigdes que serdo utilizadas para quantificacdo da surfactina por CLAE.

Coluna Cis (150 x 4,6 mm x 5 um)
Detector UV -DAD
Fase Movel 20% TFA" (3,8 mM) e 80% acetonitrila
Fluxo 1 mL/min
Absorbancia 210 nm
Temperatura 30°C
Tempo 25 min

* acido trifluoroacético

4.3  Avaliacao das atividades tensoativas da surfactina produzida em meio alternativo

4.3.1 Indice de emulsificaciio

Os indices de emulsificacdo (IE) de amostras dos periodos de 24, 48 e 72 horas de

cultivo foram obtidos através da adicao de 1,5 mL de 6leo de soja e 1,5 mL do sobrenadante
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livre de células em tubos de ensaio. Em seguida, as amostras foram agitadas em um agitador do
tipo vortex durante 2 min (Cooper e Goldenberg, 1987). Apés um periodo de 24 horas de
repouso, a altura total de liquido no tubo de ensaio e a altura da camada emulsificada formada
foram medidas com um paquimetro. Obtém-se o IE através da razdo da altura da camada
emulsificada pela altura total de liquido no tubo de ensaio (Equagdo 2). O controle negativo
desses ensaios foi agua destilada, enquanto o controle positivo foi uma solu¢do do surfactante
quimico dodecil sulfato de s6dio (SDS) 10% (Cooper e Goldenberg, 1987). Os resultados

obtidos foram analisados estatisticamente através do teste t (p < 0,05).

Equagﬁo 2 IE (%) _ altura da camada emulsificada % 100

altura total de liquido

4.3.2 Estabilidade da emulsiao

Uma vez obtidos os valores de IE, os tubos de ensaio foram mantidos em repouso
durante mais 168 horas. Em seguida, a altura total de liquido no tubo de ensaio e a altura da
camada emulsificada formada foram novamente medidas. Dessa forma, foi obtido o IE apds 7
dias de repouso, o que permitiu a determinacdo da estabilidade da emulsdo gerada conforme

expressa a Equagdo 3.

Equacio 3: Estabilidade (%) = 24 %100

IE168

4.3.3 Dispersao do o6leo

A presenca de capacidade redutora da tensdo superficial nos sobrenadantes de cultivo
dos periodos de 24, 48 e 72 horas foi determinada através da técnica da dispersdao do dleo
descrita por Morikawa, Hirata e Imanaka, (2000). Nesse ensaio, 20 mL de dgua destilada foram
adicionados em placas de Petri. Em seguida, 20 puL de 6leo bruto foram depositados sobre a
superficie da d4gua. Posteriormente, 20 uL. do sobrenadante livre de células contendo a surfactina
foram adicionados a superficie do 6leo. No caso de resultados positivos, halos de dispersao
foram gerados, cujos diametros foram medidos, em mm, com auxilio de um paquimetro. O
controle negativo deste experimento foi 4gua destilada, enquanto o controle positivo foi SDS
10% (Morikawa, Hirata e Imanaka, 2000). Os resultados obtidos foram analisados

estatisticamente através do teste t (p < 0,05).
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4.3.4 Tensao Superficial

A tensao superficial de amostras apos 48 horas de cultivo de B. velezensis H20-1 foi
determinada utilizando gonidometro Kriiss DSA30 por meio do método da gota pendente. Nesse
método o sistema de processamento de imagem do gonidometro acoplado ao computador mede
cada gota pendente na ponta de uma agulha. Essa analise se da a partir do volume de injecao e
da curvatura do perfil da gota, obtendo-se a tensdo superficial e interfacial da amostra. Os
resultados foram expressos calculando a média de 10 gotas pendentes (Song e Springer, 1996).

Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente através do teste t (p < 0,05).

4.3.5 Concentracao Micelar Critica

A concentra¢do micelar critica (CMC) foi determinada através da razdo da concentracao
de surfactina pela diluicdo micelar critica (DMC) do seu respectivo sobrenadante, de acordo
com Guimaraes (2019). A DMC foi determinada através da obtengdo dos valores de tensdo
superficial de dilui¢des seriadas da amostra de sobrenadante em agua destilada (FD2; FDS5;
FD;10; FD20; FD50; FD100; FD200; FD500; FD1000) com o auxilio de gonidmetro Kriiss
DSA30 (conforme descrito no item 4.3.4). Com isso, foram gerados graficos de perfil
exponencial relacionando a tensdo superficial com a dilui¢do da amostra. Uma vez gerados
esses graficos, foram obtidas as linhas de tendéncia, as quais permitirdo a determinacdo da
(DMC) das amostras. A concentragdo de surfactina foi determinada através de CLAE (conforme

descrito no item 4.2).

4.4  Estabilidade a longo prazo da surfactina

4.4.1 Conservacio mediante congelamento

A estabilidade da surfactina produzida deve ser avaliada tendo em vista a intencao de
aplica-la em larga escala pela indUstria petroquimica. Nesse cenario, triplicatas de amostras dos
sobrenadantes autoclavados contendo o biossurfactante foram submetidas a conservacao
através de armazenamento a -20°C. A estabilidade do biossurfactante foi avaliada através da
medi¢do da tensdo superficial do sobrenadante com o auxilio de gonidometro Kriiss DSA30. A
principio, medi¢des foram feitas apds 0, 1 e 5 dias de armazenamento, seguidas por medi¢des

apos 40, 135 e 165 dias.

4.4.2 Conservacao mediante liofilizacao
Adicionalmente, duplicatas de sobrenadante autoclavado de meio alternativo foram

congeladas durante 24h e em seguida submetidas a liofilizagcdo. As amostras submetidas foram
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armazenadas a -20°C. A estabilidade do biossurfactante também foi mensurada através da
obtencdo da tensdo superficial das amostras liofilizadas, ressuspensas ao seu volume original
em agua destilada. A principio, medigdes foram feitas apos 0 e 7 dias de armazenamento,

seguidas por medigdes apos 75, 90 e 140 dias.

4.5  Potencial de aplicacdo da surfactina no controle da biocorrosao

4.5.1 Montagem dos biorreatores

Biorreatores de vidro com um descarte de liquidos e um sistema de encamisamento para
refrigeragdo, contando ainda com sete orificios na parte superior (tampa), foram montados
como descrito por Guimaraes (2019) (Figura 8). Na tampa, um orificio foi designado para a
entrada de gas nitrogénio e um outro para a saida de gases (conectada a um lavador de gases).
Dos cinco orificios restantes na parte superior, quatro receberam uma haste cada, para a fixacao
de cupons de ago carbono e um foi destinado a adi¢ao de caldo nutritivo (Figura 8 - A). Na parte
inferior, o sistema de encamisamento foi ligado a um banho de recirculagdo para controle da

temperatura do experimento através da passagem de adgua (Figura 8§ - B).
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Figura 8 — Esquema dos biorreatores utilizados neste estudo. A. Representacdo da tampa do reator, com 1. quatro
hastes para fixagdo dos cupons de aco e um para a adi¢do de caldo nutritivo, 2. um orificio para entrada de gas
nitrogénio e 3. um orificio para saida de gas conectado a um lavador de gases. B. Representag¢do do corpo de vidro
do reator, com 1. descarte de liquidos e 2. passagem de agua para o controle da temperatura (Guimaraes, 2019).

No ensaio, foram incubados trés reatores com agitagao de 60 rpm a 30 °C, contendo
agua de produgdo cedida pela Petrobras. Os reatores foram mantidos sob purga continua de
nitrogénio, para a manutengdo da anaerobiose. A incubacdo foi durante um total de 25 dias. A

cada 24h, os reatores foram alimentados com solu¢do nutritiva para BRS potencialmente
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presentes na agua de producdo, de composi¢do (% m/v) extrato de levedura 0,10, glicose 0,025,
tioglicolato de sodio 0,0124, e 0,40 mL de lactato de sodio (70%) (Guimaraes, 2019).

Um dos reatores foi classificado como Reator Controle (RC), contendo apenas agua de
producao e 20 cupons de aco carbono. Outro reator foi nomeado Reator com Solugdo de
Surfactina (RSS), o qual recebeu dgua de produgdo, 20 cupons de aco carbono e 2% (v/v) de
sobrenadante de meio alternativo (220,02 mg/L de surfactina). O reator restante foi classificado
como Reator com Cupons Condicionados com Surfactina (RCS) que, além da agua de
producao, conteve 20 cupons de ago carbono previamente condicionados por imersao durante
24 horas em sobrenadante de meio convencional.

A higienizagdo dos cupons de ago carbono se deu por imersdao em etanol 99% (v/v) em
banho ultrassonico por 10 min. Em seguida, apds uma lavagem com agua destilada, os cupons
foram submersos em solu¢do aquosa com 2% (v/v) de detergente comercial em banho
ultrassonico durante mais 10 min. Por fim, os cupons foram novamente lavados com agua
destilada e levados a estufa a 50°C por 20 min para secagem.

Os cupons higienizados destinados ao reator RCS foram ainda condicionados em
solucao aquosa contendo surfactina por imersao durante 24 horas em temperatura ambiente.
Apos este tempo, os cupons foram submetidos a uma lavagem com agua destilada e deixados
para secar em temperatura ambiente.

Amostragens em triplicata de cupons de ago foram feitas no 13° e no 25° dias de
incubacgao, de forma que um total de 36 cupons foram retirados dos reatores, 12 cupons de cada
um, 6 para cada periodo de amostragem. Depois da amostragem do 13° dia mais 2% (v/v) da
solucdo aquosa contendo surfactina foram adicionados ao reator RSS. Os cupons de cada reator
e de cada periodo foram reservados para a microscopia eletronica de varredura, metade deles

para a analise da biocorrosdo e os restantes para avaliacdo da formacdo de biofilme.

4.5.2 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

4.5.1 Analise da atividade antibiofilme

A microscopia eletronica para avaliacdo da formagao de biofilme foi realizada como
descrita por Guimaraes (2019), em colaboragdo com o Laboratorio de Biologia Celular e
Magnetotaxia da UFRJ. As amostras foram fixadas imediatamente apds a sua coleta, com a
finalidade de avaliar as estruturas do biofilme presente na superficie de ago carbono de 18
cupons (3 de cada reator e de cada um dos dois periodos de amostragem). A fixagdo se deu em

solugdo de glutaraldeido a 2,5% e paraformaldeido a 4%, em tampao cacodilato 0,1 M (pH 7,2)
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por 1 hora a temperatura ambiente. As amostras foram submetidas a 3 lavagens com tampao
cacodilato de s6dio 0,1 M, seguida por desidratacdo em gradiente de etanol e secagem por
hexametildisilazano. Por fim, o material foi coberto por uma camada de, aproximadamente, 5
nm de ouro. O material foi aderido com fita dupla face de carbono em suporte de aluminio e
levado ao microscopio eletronico de varredura Zeiss EVO MAI10 disponivel no Centro

Nacional de Biologia Estrutural e Bioimagem da UFRJ (CENABIO).

4.5.2 Analise da atividade anticorrosiva

A MEV também foi a técnica utilizada para andlise da biocorrosdo. Os cupons de aco
carbono designados para esse experimento foram submetidos a uma lavagem acida. O processo
consiste na limpeza dos cupons, que foram banhados em solucao de acido cloridrico 18% (v/v)
durante 5 segundos. Em seguida, o material foi neutralizado em soluc¢ao saturada de bicarbonato
de sodio por mais 5 segundos e entdo lavados com dgua destilada. Posteriormente, os cupons
foram submersos em acetona (P.A.) durante 5 segundos e deixados para secar em temperatura
ambiente até atingirem peso constante. As amostras foram entdo aderidas a uma fita dupla face
de carbono utilizando um suporte de aluminio e entdo levadas ao microscopio eletronico de

varredura Zeiss EVO MA10 disponivel no CENABIO.
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5. RESULTADOS

5.1 Cinética de crescimento

Trabalhos anteriores do grupo permitiram a obtengdo de um coeficiente de conversao
da DO para massa seca de células de B. velezensis H20-1, equivalente a 0,4337 (Guimaraes,
2015). Dessa forma, torna-se possivel acompanhar a cinética de crescimento bacteriano em
meio alternativo. Mediante a conversdo dos valores de absorbancia obtidos no
espectrofotometro ao valor equivalente a massa seca de B. velezensis H20-1, nota-se que o
meio alternativo foi capaz de promover o crescimento de B. velezensis (Figura 9). Vale ressaltar
ainda que a fase exponencial do crescimento microbiano ocorre por volta da 20° hora de
crescimento, enquanto que a fase estaciondria inicia-se aproximadamente a partir da 35° hora
de cultivo.

Adicionalmente, foi avaliada cinética de crescimento celular da cepa B. velezensis H20-
1 por meio da contagem de UFC (Figura 10). Essa metodologia traz a vantagem de permitir a
contabilizacdo apenas de células viaveis. Os resultados observados neste experimento estdo em
consonancia com o ensaio anterior de cinética de crescimento, indicando que o periodo
correspondente a fase exponencial de crescimento da bactéria neste meio €, aproximadamente,
da 20° a 35° hora. Diferente do método espectrofotométrico, na metodologia de contagem de
UFC foi possivel identificar a fase de decaimento do crescimento de B. velezensis em meio

alternativo, a qual se inicia por volta da 55° hora de cultivo.

25

s gy

-
£
£ L
[4+] .
] ¥
S 05 :
e} ""{fé
0 0.000m 00
0 10 20 30 40 50 60 70 80
05

Tempo (horas)

Figura 9 - Cinética de crescimento de B. velezensis em meio alternativo, relacionando a massa seca de células
(mg/mL) (convertida da D.O. a 600nm) ao tempo de cultivo.
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Figura 10 - Cinética de crescimento de B. velezensis em meio alternativo, relacionando o nimero de UFC ao

tempo de cultivo.

5.2 Quantificacio da Surfactina

Posterior a extracdo de lipopeptideos, foi possivel quantificar a surfactina dos
sobrenadantes livres de célula através de CLAE. Sendo assim, tendo como base o perfil
cromatografico expresso no cromatograma resultante da corrida do padrdo de surfactina,
confirma-se a presenca do tensoativo tanto no sobrenadante de meio convencional quanto no
sobrenadante de meio alternativo (Anexo 4).

Adicionalmente, conhecendo os picos caracteristicos do perfil cromatografico da
surfactina, pode-se calcular a area dos picos equivalentes nos cromatogramas das amostras de
sobrenadante do meio alternativo contendo melaco, bem como do meio convencional
(controle), para que se obtenha a concentragdo de biossurfactante nessas amostras (Figura 11).
O sobrenadante do meio alternativo conteve 220,02 mg/L. do tensoativo, concentragdo
relativamente menor a encontrada no meio convencional, que conteve 294,26 mg/L de

surfactina.

Alternativo
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Figura 11 - Concentragdes (mg/L) da surfactina produzida em meio convencional e em meio alternativo.
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5.3  Caracterizacio fisico-quimica

5.3.1 lIndice de emulsificacio (IE)

Os valores de IE em 6leo de soja dos sobrenadantes contendo surfactina obtidos a partir
do cultivo de B. velezensis H20-1 em meio alternativo e em meio convencional foram
determinados nos periodos de 24, 48 ¢ 72 horas (Figura 12). Os valores de IE dos diferentes
periodos de cada sobrenadantes tenderam a se manter constantes. Além disso, foi possivel notar
que os valores de IE do sobrenadante de meio alternativo foram levemente menores do que os
valores do sobrenadante de meio convencional. Por fim, para ambos os sobrenadantes, o
periodo associado aos maiores IEs foi o de 48 horas, tendo as amostras atingindo IE médios de

51,7% e 62,5%, quando derivadas de meio alternativo e de meio convencional,

respectivamente.
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Figura 12 — Valores dos IEs em 6leo de soja nos periodos de 24, 48 e 72 horas do meio convencional e do meio
alternativo. Como controle positivo foi utilizado SDS 10% e agua destilada foi utilizada como controle negativo.
Colunas marcadas por asterisco (*) sdo estatisticamente diferentes entre si pelo teste t (p < 0,05).

5.3.2 Estabilidade da emulsio

Apos a obtencdo dos valores de IE foi possivel avaliar a estabilidade das emulsdes
referentes a cada sobrenadante, as quais sdo expostas na Tabela 2. Os maiores valores de
estabilidade nas emulsdes dos sobrenadantes foram obtidos nos ensaios do meio convencional
em relacdo aos dados observados nos ensaios com a surfactina oriunda do meio alternativo.

As emulsdes menos estaveis foram geradas a partir dos sobrenadantes obtidos apods 24
horas de cultivo. Paralelamente, o periodo de 72 horas foi o que apresentou emulsdes mais
estaveis, tendo o sobrenadante de meio alternativo atingindo, em média, 76,3% de estabilidade

nesse periodo. Dessa forma, foi possivel notar uma tendéncia ao crescimento da estabilidade
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conforme se aumenta o tempo de cultivo de B. velezensis. No mesmo periodo de 72 horas, o
sobrenadante de meio alternativo obteve uma média de estabilidade equivalente a 76,3%,

enquanto que a estabilidade do SDS 10% foi de 99,5%.

Tabela 2 — Valores da estabilidade das emulsdes dos sobrenadantes de meio convencional € de meio alternativo
nos periodos de 24, 48, ¢ 72 horas. Uma solugdo de SDS 10%, foi utilizada como do controle positivo.

Sobrenadante 24 horas 48 horas 72 horas SDS 10%
Meio Convencional 85,7% 94,6% 95,1%
99,5%
Meio Alternativo 56,2% 54,4% 76,3%

5.3.3 Dispersao do dleo

A capacidade de dispersao de 6leo bruto dos sobrenadantes contendo surfactina obtidos
do cultivo de B. velezensis H20-1 em meio alternativo € em meio convencional foi avaliada
nos periodos de 24, 48 ¢ 72 horas (Figura 13). Em relagdo ao sobrenadante do meio alternativo
os halos com maiores diametros de dispersdao alcangaram, em média, 53,8 mm apos 48 horas
de cultivo. Por outro lado, os halos resultantes do sobrenadante do meio convencional,
apresentaram, em média, didmetros 67,1 mm no mesmo periodo.

Vale ainda ressaltar a tendéncia crescente dos didmetros de dispersao do 6leo conforme
se aumenta o tempo de cultivo bacteriano, independente do meio de cultivo avaliado. Contudo,
comparando amostras do mesmo periodo dos diferentes sobrenadantes, somente as amostras de

72 horas de cultivo foram significativamente diferentes entre si.
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Figura 13 - Valores de dispersao de 6leo bruto (mm), nos periodos de 24, 48 e 72 horas do meio convencional e
do meio alternativo. Uma solugao de SDS10%, foi utilizada como do controle positivo e 4gua destilada foi utilizada
como controle negativo. Colunas marcadas pelo asterisco (*) sdo diferentes entre si pelo teste t (p < 0,05).
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5.3.4 Tensao Superficial

Os dados de tensao superficial permitem a avaliagdo comparativa da a¢do tensoativa dos
sobrenadantes contendo surfactina obtidos a partir do cultivo de B. velezensis H20-1 em meio
convencional e em meio alternativo nos periodos de 24, 48 e 72 horas (Figura 14). Nos ensaios,
todas as amostras apresentaram valores de tensdo superficial inferiores ao valor da agua
ultrapura (= 72 mN/m).

Os valores de tensdao superficial derivados do sobrenadante de meio alternativo
equivaleram, em média, a 26,7 mN/m, se mantendo constante em todos os periodos avaliados.
Comparativamente, a tensdo superficial dos sobrenadantes de meio convencional se
mantiveram, em média, por volta dos 25,9 mN/m apods 24 e 48 horas de cultivo. Nao houve
diferenca significativa entre os valores de tensdo superficial dentre os sobrenadantes de meio
convencional e os de meio alternativo dos tempos de 24 e 48 horas de cultivo. Entretanto, os
menores valores de tensdo superficial dentre os sobrenadantes de meio convencional foram

obtidos no periodo de 72 horas, os quais equivaleram, em média, a 24,3 mN/m.
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Figura 14 - Valores de tensdo superficial (mN/m) obtidos dos sobrenadantes de meio alternativo ¢ meio
convencional apds 24, 48 e 72 horas de cultivo. A coluna marcada pelo asterisco (*) ¢ diferente pelo teste t (p <
0,05).

5.3.5 Concentracao Micelar Critica

A andlise da tensdo superficial das amostras diluidas dos sobrenadantes viabilizam a
elaboragdo de curvas de DMC, expostas na Figura 15 - A e 15 - B. Mediante a obten¢ao das
equacdes das linhas de tendéncia dessas curvas, foi possivel a determinagdo da DMC dos

sobrenadantes de cultivo avaliados. No que diz respeito ao sobrenadante de meio alternativo,
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foi obtido uma DMC de 43,04 vezes. Em relagdao ao meio convencional, as equacdes das linhas
de tendéncia apontam para DMC equivalente a 45,15 vezes.

Uma vez obtidos as concentragdes de surfactina e os valores de DMC dos sobrenadantes,
foi possivel determinar a CMC de cada uma das amostras (Figura 15 - C). O sobrenadante de
meio convencional atingiu CMC de 6,52 mg/L. Comparativamente, a CMC do sobrenadante de

meio alternativo equivaleu a 5,11 mg/L.
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Figura 15 - Graficos de DMC e CMC dos sobrenadantes de cultivo. A. Curva de DMC, com linhas de tendéncia
e equagdes de linhas de tendéncia do sobrenadante de meio convencional. B. Curva de DMC, com linhas de
tendéncia e equagdes de linhas de tendéncia do sobrenadante de meio alternativo. C. Representacdo grafica das
CMCs de sobrenadantes de meio convencional e de meio alternativo.
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5.4  Estabilidade a longo prazo da surfactina

As tensdes superficiais de sobrenadantes autoclavados contendo surfactina derivada
tanto do crescimento em meio convencional quanto em meio alternativo foram obtidas para
avaliar a estabilidade do lipopeptideo apos 0, 1, 5, 40, 135 e 165 dias de armazenamento a -20
°C (Figura 16). Observa-se que as tensdes superficiais de ambos os sobrenadantes tendem a
permanecer constantes, sem diferencas significativas entre as amostras, independentemente do
meio de origem ou do periodo de armazenamento. Os maiores valores derivados de meio
convencional e de meio alternativo, respectivamente, foram de 28,6 (+ 1,15) e 29,0 (+ 0,50)
mN/m, enquanto que os menores valores foram de 25,8 (+ 1,20) e 26,1 (= 0,83).

Similarmente, as tensdes superficiais do sobrenadante liofilizado de meio alternativo
contendo surfactina foram analisadas para avaliar a estabilidade do lipopeptideo apods 0, 7, 75,
90 e 140 dias de armazenamento a -20 °C (Figura 17). As amostras mantiveram sua capacidade
de reduzir a tensdo superficial praticamente constante, com valores proximos aos do
sobrenadante ndo liofilizado (controle). O maior valor foi de 28,4 (= 0,42) mN/m e o menor
valor foi de 25,0 (= 0,91) mN/m, enquanto que o controle se manteve em torno de 26,5 (+ 1,15)

mN/m.
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Figura 16 — Estabilidade da tensdo superficial (mN/m) dos sobrenadantes de meio convencional e de meio

alternativo contendo surfactina mediante armazenamento a -20°C
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Figura 17 — Estabilidade da atividade tensoativa surfactina do sobrenadantes de meio alternativo mediante
liofilizagdo e armazenamento a -20°C. Como controle foi utilizado o sobrenadante nao congelado.

5.5  Potencial de aplicacdo da surfactina no controle da biocorrosao

Por fim, para avaliar o potencial de aplicagdo da surfactina no controle da biocorrosao,
foi realizado um experimento utilizando biorreatores, como descrito por Guimaraes (2019). Ao
longo do periodo de incubagdo dos reatores, ocorreram mudancgas de turbidez e de coloragao
visualmente perceptiveis, tendo uma inicial translicida e quase incolor (Figura 18 - A). Nas
primeiras 24 horas do experimento, observou-se um aumento significativo da turbidez e o
desenvolvimento de uma coloragdo alaranjada em todos os biorreatores. A partir do terceiro dia,
as mudancas na turbidez dos reatores tornaram-se imperceptiveis. Quanto a coloragdo,
observou-se que os reatores RC e RCS adquiriram um tom alaranjado mais pronunciado, que
se manteve até o final do experimento. Ja o reator RSS apresentou uma transi¢ao gradual para

uma coloracdo marrom escura que permaneceu até o fim da incubacao (Figura 18 - B).

Figura 18 - Reatores para avaliar potencial de aplicagdo da surfactina no controle da biocorrosdo. Reator Controle
(RC), Reator com Solucdo de Surfactina (RSS) e Reator com Cupons Condicionados com Surfactina (RCS), da
esquerda para a direita, A. no primeiro dia de experimento e B. apo6s quatro dias de experimento.
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5.5.1 Analise da formacao de biofilme

As superficies dos cupons de aco carbono mantidos nos biorreatores foram observadas
por meio de microscopia eletronica de varredura (MEV) para avaliar a formagao de biofilme
pelos microrganismos presentes na agua de produgdo. Os cupons foram analisados sob a
aproximacao de 57 vezes para a verificacdo da area de superficie de aco coberta de biofilme.
Adicionalmente, para visualizagao da estrutura do biofilme, os cupons foram ainda observados
sob a aproximacao de duas mil vezes.

Inicialmente foi observado que, ap6s 13 dias de incubacdo, cupons de aco de todos os
reatores apresentaram estruturas caracteristicas de biofilme maduro (Figura 18). Entretanto, as
diferentes intervengdes parecem ter afetado a aderéncia das células, uma vez que as superficies
de ago provenientes de RSS (Figura 19 — D, E e F) e RCS (Figura 19 — G, H e I) apresentaram
menor cobertura de biofilme quando comparados ao RC (Figura 19 — A, B e C). A adesdo aos
cupons parece ter sido especialmente inibida no Reator SS.

A adi¢do de 2% (v/v) de sobrenadante de meio alternativo contendo surfactina parece
viabilizar o desenvolvimento de biofilmes com morfologias distintas entre cupons do mesmo
reator. Houve cupons do Reator SS que apresentaram biofilme com morfologias similares as
observadas nas superficies de aco dos outros reatores (Figura 19 — E). Simultaneamente,
diferentes cupons de RSS exibiram estruturas de biofilme diferentes das observadas nas demais
superficies de aco desse experimento (Figura 19 — F).

Apo6s 25 dias de incubagdo, os cupons de aco de todos os reatores apresentaram
estruturas caracteristicas de biofilme maduro (Figura 20). Em contraste ao observado na
amostragem anterior, as superficies de ago apresentaram coberturas de biofilme semelhantes,
independentemente da intervencdo aplicada nos reatores. Adicionalmente, houve cupons do
Reator SS que apresentaram biofilme estruturalmente similares as outras superficies de ago dos
outros reatores (Figura 20 — E), enquanto outros exibiram biofilmes com morfologias distintas

das observadas nas demais superficies de aco deste experimento (Figura 20 — F).
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Figura 19 - Micrografias eletronicas de varredura da primeira amostragem (13 dias) mostrando: A. superficie de
aco carbono proveniente do Reator Controle, a seta indica a cobertura total da superficie por biofilme (57x); B. e
C. biofilme maduro sobre a superficie de cupons do Reator Controle (2.000x); D. superficie de ago carbono
proveniente do Reator SS, a seta indica locais da superficie sem cobertura por biofilme (57x); E. e F. biofilme
maduro sobre a superficie de cupons do Reator SS, as setas destacam as morfologias distintas dos biofilmes de
cada cupom de ago visualizado (2.000x); G. superficie de ago carbono proveniente do Reator CS, a seta indica
locais da superficie sem cobertura por biofilme (57x); H. e I. biofilme maduro sobre a superficie de cupons do
Reator RSS (2.000x).
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Figura 20 - Micrografias eletronicas de varredura da segunda amostragem (25 dias) mostrando: A. superficie de
aco carbono proveniente do Reator Controle, a seta indica a cobertura total da superficie por biofilme (57x); B. e
C. biofilme maduro sobre a superficie de cupons do Reator Controle (2000x); D. superficie de a¢o carbono
proveniente do Reator SS, a seta indica a cobertura total da superficie por biofilme (57x); E. e F. biofilme maduro
sobre a superficie de cupons do Reator SS, as setas destacam as morfologias distintas dos biofilmes de cada cupom
de aco visualizado (2000x); G. superficie de ago carbono proveniente do Reator CS, a seta indica a cobertura total
da superficie por biofilme (57x); H. e L. biofilme maduro sobre a superficie de cupons do Reator RSS (2000x).

5.5.1 Analise da biocorrosio

As superficies dos cupons de agco carbono mantidos nos biorreatores foram observadas
por MEV apoés remocao do biofilme bacteriano para verificar o processo de corrosao induzida
pelos microrganismos presentes na agua de produg¢do. Um cupom novo, que nao foi levado a
qualquer dos reatores, foi lavado em etanol e em agua com detergente com o auxilio de um
banho ultrassénico (como descrito no item 4.5.1) para que pudesse ser analisado como controle
negativo. Os cupons foram observados sob a aproximacao de 57 e 500 vezes para a avaliagdo
da corrosao da superficie de aco.

Apo6s 13 dias de incubagao, cupons de ago de todos os reatores apresentaram algum grau
de corrosdao quando comparados ao controle (Figura 21). As intervengdes aplicadas nos reatores
SS (Figura21 —E e F) e CS (Figura 21 — G e H) inibiram a CIM em seus cupons, tendo as suas

superficies sofrido visivelmente menos desgaste quando comparados as superficies de ago do



38

RC (Figura21 —C e D). Com a analise das imagens foi observado que o processo de biocorrosao

parece ter sido especialmente inibido no Reator CS.

Figura 21 - Micrografias eletronicas de varredura da primeira amostragem (13 dias) mostrando: superficie controle
de ago carbono sob aproximagao de 57x (A.) e 500x (B.); Observagdo da corrosdo da superficie de aco carbono
proveniente do Reator Controle sob aproximacao de 57x (C.) e 500x, as setas indicam locais de formagao de pites
(D.); Visualizag@o da corrosdo da superficie de ago carbono proveniente do Reator SS sob aproximacdo de 57x
(E.) 500x, as setas indicam locais de formagao de pites (F.); Observagao da corrosdo da superficie de ago carbono
proveniente do Reator CS sob aproximacdo de 57x (G.) e 500x, a seta indica local de desgaste da superficie
metalica (H.).
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Posterior a 25 dias de incubagdo, os cupons de aco de todos os reatores sofreram um
visivel desgaste em comparacdo ao controle (Figura 22). Contudo, os cupons mais acometidos
pela CIM foram os do Reator Controle (Figura 22 — A e B), apresentando maior niimero de
pontos de pitting corrosion, isso €, houve a formagdo de formagdo de pites (buracos). Além
disso, uma grande quantidade de restos celulares foi identificada nesses pontos presentes nas

superficies de aco do RC (Anexo 5).

Figura 22 - Micrografias eletronicas de varredura da segunda amostragem (25 dias) mostrando: superficie controle
de ago carbono sob aproximagado de 57x (A.) e 500x (B.); Observagdo da corrosdo da superficie de aco carbono
proveniente do Reator Controle sob aproximagéo de 57x (C.) e 500x (D.), as setas indicam locais de formagao de
pites ou desgaste da superficie; Visualizagdo da corrosdo da superficie de ago carbono proveniente do Reator SS
sob aproximacdo de 57x (E.) 500x (F.), as setas indicam locais de formagdo de pites ou desgaste da superficie;
Observagdo da corrosdo da superficie de aco carbono proveniente do Reator CS sob aproximagdo de 57x (G.) e
500x (H.), as setas indicam locais de formacao de pites ou desgaste da superficie.
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6. DISCUSSAO

Tendo em vista o intuito deste trabalho de propor um meio de cultivo alternativo de
menor custo para a producao de surfactina por Bacillus velezensis H20-1, é de vital importancia
determinar a viabilidade do crescimento do microrganismo neste meio. As condigdes de cultivo
utilizadas foram previamente estabelecidas como ideais para a biossintese do tensoativo em
meio convencional por Guimaraes (2015).

Guimaraes (2015) também obteve o perfil cinético de producdo de surfactina e de
biomassa por B. velezensis H20-1, e seu resultados foram utilizados como padrdo de
comparagao entre o meio convencional e o meio alternativo proposto neste trabalho (Anexo 6).
Foi observado que ha significativa producdo de surfactina durante o periodo entre 24 e 48 horas
de cultivo em meio convencional, corroborando a produc¢do do tensoativo durante as fases
exponencial e estacionaria do crescimento bacteriano. Vale ainda ressaltar que a fase
exponencial do crescimento do procarioto em meio convencional tem inicio por volta da 10°
hora de cultivo, e vai até aproximadamente a 20° hora.

A cinética de crescimento de B. velezensis H20-1, exposta nas Figuras 9 ¢ 10,
confirmam a viabilidade do cultivo em meio alternativo a base de melago, uma vez que houve
a produgao de biomassa celular detectavel tanto pelo método espectrofotométrico, quanto pela
contagem de UFC. Em relacdo ao método de D.O., notam-se valores de crescimento celular no
meio alternativo superiores aos observados em meio convencional, que se mantiveram por volta
dos 0,87 mg/mL de biomassa (Guimaraes, 2019). Esses dados sugerem maiores quantidades de
biomassa neste meio, o que pode ser resultado de uma maior disponibilidade ou diversidade de
substratos para o metabolismo celular. O melago, utilizado no meio alternativo, constitui uma
fonte de carbono mais complexa em comparagao com a glicose, utilizada no meio convencional.
Essa maior complexidade se traduz em uma maior diversidade e de moléculas, potencialmente,
em uma disponibilidade ampla de compostos que podem atuar como fontes de carbono.

Durante a cinética de crescimento microbiano, percebe-se que a fase Lag ¢ mais
duradoura em meio alternativo (até a 20° hora) do que em meio convencional (até a 10° hora).
Uma possivel causa para a maior fase Lag ¢ o processo de transicdo metabodlica necessario
quando h4 uma brusca alteragdao na fonte de carbono do meio de cultivo (Basan et al., 2020).
Essa transicdo torna-se especialmente desafiadora quando se leva em consideracdo a
necessidade da bactéria de degradar a sacarose (principal fonte de carbono do melago) para
liberar glucose e frutose para o seu uso (Reid e Abratt, 2005; Wu et al., 2017). Rodrigues e

colaboradores (2017), ao avaliar o uso de estaquiose, rafinose, sacarose e glicose por P.
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aeruginosa ATCC 10145 para a producdo de biossurfactante, observaram que o consumo de
sacarose foi de 37,21%. Simultaneamente, o consumo de glicose nao pdde ser quantificado,
pois foi produzida pela quebra da sacarose e consumida pela cultura microbiana, permanecendo
quase constante durante o processo de fermentacao. Dessa forma, para limitar a duragdao da
transicao metabolica, resultante da transi¢do de B. velezensis ao ser levada do meio pré-indculo
contendo glicose ao meio alternativo contendo melaco, deve-se rever a composi¢ao do pré-
in6culo, de forma que tenha composicao similar a do meio de cultivo alternativo.

Vale ainda ressaltar que uma fase Lag mais duradoura ¢ sindnimo de uma fase
exponencial mais tardia, o que tem impacto direto na producdo de surfactina pela bactéria. Isso
se deve ao fato de os biossurfactantes serem metabolitos secundarios e, consequentemente,
sintetizados durante as fases exponencial e estacionaria do crescimento microbiano (Jacques,
2011; Sousa et al., 2012; Jahan et al., 2020). Conclui-se, portanto, que a produgao de surfactina
por B. velezensis tem inicio mais tarde em meio alternativo do que em meio convencional.
Assim, a producao tardia de biossurfactante em meio alternativo pode ser contornada mediante
a formulacao de um pré-indculo de composi¢ao mais similar & do meio alternativo, bem como
através da otimizagdo deste meio pelo uso de ferramentas de planejamento sequenciais de
experimentos.

Adicionalmente, ¢ importante levar em consideragcdo a maior duragdo da fase
exponencial do crescimento de B. velezensis em meio alternativo (15 horas) quando comparada
a sua duragdo em meio convencional (10 horas). Considerando que a producdo do
biossurfactante se d4 na fase estaciondria do crescimento bacteriano, o pico da producdo do
tensoativo se daria ainda mais tarde do que o observado em meio convencional.

Em contrapartida, Sousa e colaboradores 2012, quando testaram a producdo de
biossurfactantes em diferentes meios de cultivo por B. subtilis LAMIO09, esta teve inicio
durante a fase exponencial da curva de crescimento. Adicionalmente, sabe-se que o meio e as
condig¢des de cultivo influenciam a cinética de producao dos biossurfactantes, podendo afetar o
momento no qual se inicia a biossintese pelo microrganismo (Oliveira et al., 2013). Ou seja, €
possivel que a fase exponencial mais longa no meio melaco ndo esteja associada a um inicio
tardio da biossintese de surfactina por B. velezensis H20-1, o que contribuiria para a eficiéncia
da producao do tensoativo mediante o uso do meio alternativo.

Inegavelmente, a cinética de crescimento ¢ de grande impacto na biossintese da
surfactina, especialmente quando se considera a possibilidade de cultivar o microrganismo de

forma a estender sua fase estacionaria. Verma e colaboradores (2023b) foram capazes de
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estender a fase exponencial do crescimento da cepa Bacillus subtilis RSL2 em um meio
contendo melago (5% m/v) até a duragdo de 18 dias lancando mao de um sistema semicontinuo.
Os pesquisadores observaram um aumento de 1,5 vezes do rendimento da produgdo de
biossurfactante. A cinética de crescimento de B. velezensis obtida sugere que esta bactéria ¢
uma boa candidata para um sistema de produgdo de surfactina similar ao elaborado por Verma
e colaboradores (2023b).

Ademais, determina¢ao da concentracao de surfactina nos sobrenadantes de cultivo de
ambos os meios testados demonstrou que, quando cultivada em meio alternativo, a cepa de B.
velezensis H20-1 sintetiza menores quantidades de surfactina (220,02 mg/L) do que quando
cultivada em meio convencional (294,26 mg/L) (Figura 11). Em contrapartida, a menor
concentragdo de tensoativo no sobrenadante de meio melago se da apesar da maior producao de
biomassa neste meio.

Na literatura, a concentragdo de biossurfactante produzida por Bacillus spp. pode variar
de acordo com as condi¢oes de cultivo. Zhou e colaboradores (2019), ao cultivar Bacillus
velezensis BS-37 durante 36 horas, obtiveram concentragcdes de 350 mg/L de surfactina em
meio mineral contendo sacarose. Contudo, ao substituir essa fonte de carbono por glicerol, a
concentragdo de biossurfactante aumentou para 1000 mg/L. Outro estudo, buscando avaliar a
producao de tensoativo por Bacillus subtilis UFPEDA 438 em meio contendo melago, obteve
concentragoes de 199,45 mg/L de surfactina ap6s 24 horas de cultivo (Rocha et al., 2021). Ja
Verma e colaboradores (2023b), em seu sistema semicontinuo, obtiveram um rendimento de
13.920 mg/L de biossurfactante apds 21 dias de incubagao.

E importante considerar que esse experimento foi realizado com amostras obtidas apos
48 horas de incubagao do microrganismo. Levando em consideracao as diferentes cinéticas de
crescimento e, consequentemente, os perfis cinéticos de produgdo de surfactina por B.
velezensis H20-1 em meio alternativo e em meio convencional, ¢ possivel que a menor
concentragao do biossurfactante no sobrenadante de meio alternativo seja resultado do periodo
de amostragem. Isto ¢, para garantir que o experimento ndo esta subestimando a capacidade de
producdo de surfactina por B. velezensis H20-1 em meio alternativo, seria necessario avaliar a
cinética de producdo de surfactina nessas condigdes.

Alternativamente, a menor concentracdo de surfactina em meio alternativo pode estar
associada a relagdo C/N do meio. Afinal, a propria bactéria ¢ capaz de consumir o
biossurfactante que anteriormente produziu como fonte de nitrogénio, quando essa se esgota no

meio (Guimardes, 2015). Ou seja, ¢ importante avaliar o impacto da relagdo C/N do meio
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alternativo de forma que se possa assegurar que o fornecimento de nitrogénio ndo ¢ um fator
limitante da sintese de surfactina por B. velezensis nesse meio.

No que diz respeito as propriedades fisico-quimicas dos surfactantes, a capacidade
emulsificante ¢ o nome dado a habilidade dos tensoativos de promover a intera¢ao entre dois
liquidos imisciveis, ou seja, de estabilizar emulsdes. Isso € possivel mediante a formagdo de
goticulas de um liquido imiscivel em outro, as quais sdo recobertas por moléculas do tensoativo.
Um biossurfactante ¢ considerado um eficiente agente emulsificante quando gera valores de IE
superiores a 40% (Youssef et al., 2004).

Nesse contexto, a determinagdo do IE pode ser utilizada para a detecgdo de
biossurfactante em solucdo. Entretanto, essa estratégia ndo ¢ sempre confiavel, tratando-se de
um método de deteccdo dito indireto, uma vez que a capacidade emulsificante ndo ¢ uma
propriedade inerente de todo tensoativo e varia de acordo com o 6leo utilizado (Daltin, 2011).

A quebra de emulsdes, por sua vez, é resultado do processo de coalescéncia, descrita
como a unido de goticulas da fase dispersa em gotas maiores (Daltin, 2011). Durante esse
processo, ha o encontro de duas goticulas, formando uma bolsa entre elas, nessa bolsa inicia-se
a drenagem da pelicula de surfactante que recobre ambas as goticulas, quando essa pelicula ¢
suficientemente depletada ha a unido das goticulas.

A coalescéncia pode ser evitada através da reducdo da tensao interfacial entre as fases,
o que diminui a energia necessaria para a formagao e manutencao de goticulas da fase dispersa
na fase continua. Ou seja, quanto maior a capacidade redutora da tensdo interfacial do agente
emulsificante, mais estavel ¢ a emulsdo gerada (Daltin, 2011).

Lamilla e colaboradores (2018) observaram que a composi¢ao do meio de cultivo no
qual um tensoativo ¢ produzido afeta sua capacidade emulsificante. O estudo avaliou o
potencial da cepa Streptomyces luridus So3.2 como produtora de bioemulsificante. Dentre os
experimentos avaliados, foram realizados testes de indice de emulsificagdo envolvendo
sobrenadantes de meios cultivo distintos, contendo diferentes fontes de carbono. Os autores
observaram diferencas nas capacidades emulsificantes dos biossurfactantes dependendo do
meio a partir dos quais foram obtidos.

Estudos anteriores atestaram que a cepa Bacillus velezensis KLP2016 produz, em meio
LB, homologos de surfactina que geraram IEs variando de 52,3% a 65,7% em diferentes 6leos
(Meena el al., 2021). Rocha e colaboradores (2021) observaram que B. subtilis UFPEDA 438
incubada durante 24 horas em meio contendo melaco sintetizou biossurfactante com valor de

IE de 62,1% em querosene. Também em meio contendo melago, a cepa B. subtilis RSL2
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produziu surfactina capaz de gerar os valores de IE de 72% em 6leo mineral, 37% em tolueno
e 13% em hexadecano (Verma et al., 2023b).

Nesse cenario, a proximidade dos valores de IE do sobrenadante de meio convencional
em relacdo aos valores obtidos para o controle positivo reafirmam a eficiéncia da surfactina
produzida por B. velezensis H20-1 como agente emulsificante (Figura 12). Adicionalmente,
sabendo que o poder emulsificante de um composto esta atrelado a sua estrutura (McClements
et al., 2016), a diferenga nos valores de IE entre os sobrenadantes de meio alternativo e o
convencional sugere a produgdo de propor¢des distintas de homologos de surfactina. Isso
poderia explicar porque o sobrenadante de meio alternativo teria menor capacidade de formar
emulsdes.

Tendo em vista as possiveis variagdes de capacidade emulsificante derivadas da
producdo de diferentes homologos, a avaliagdo da capacidade emulsificante possui relevancia
comparativa entre a producdo no meio alternativo e no convencional. Tais variacdes sdo de
grande interesse no que diz respeito as possiveis aplicabilidades do biossurfactante na industria
do petrdleo (Singh, Van Hamme e Ward, 2007; Guimardes, 2019). Alternativamente, o
tensoativo pode ser aplicado como agente emulsificante no preparo de fluido de perfuragdo para
a manuten¢do do bom funcionamento da broca e do pogo de petroleo e pode ser utilizado em
solucdes acidas para o aumento da porosidade de rochas e da percolagdo de 6leo (Daltin, 2011).
Além disso, biossurfactantes tem potencial aplicabilidade como agentes emulsificantes nas
industrias téxtil, de couros, alimenticia, de cosméticos, de produtos de limpeza e de
metalworking (Daltin, 2011).

No experimento realizado, os elevados valores de estabilidade de emulsao derivados do
sobrenadante de meio alternativo sdo promissores apds 72 horas de cultivo para a sua
aplicabilidade em contextos industriais (Tabela 2). Isso se deve aos melhores desempenhos
observados nos sobrenadantes deste meio conforme se aumentava o tempo de incubagdo, sendo
a amostra de 72 horas de cultivo a que apresentou maior estabilidade. Comparativamente, as
estabilidades das emulsdes de sobrenadantes de meio convencional foram superiores em todos
os periodos avaliados.

A maior estabilidade das emulsdes derivadas de sobrenadante de meio convencional
corrobora a hipotese de que este meio induz a produgao de proporgdes distintas de homdlogos
de surfactina. Com isso, a surfactina produzida em meio convencional poderia ter uma maior
capacidade redutora da tensdo interfacial, de forma que o sobrenadante de meio alternativo

gerou emulsdes de menor estabilidade.
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Por sua vez, os ensaios de dispersdo do 6leo permitem determinar se a molécula em
analise promove, ou ndo, a reducdo da tensdo superficial. Assim sendo, essa metodologia ¢
amplamente utilizada para a deteccdo de biossurfactante em solucao, especialmente por sua
simplicidade de execucao. Assim, como a capacidade dispersante esta relacionada a reducao da
tensdo superficial, a metodologia ¢ considerada como técnica de detec¢do direta de
biossurfactantes, mesmo que esses ensaios ndo avaliem quantitativamente a capacidade
redutora da tensdo superficial (Daltin, 2011). Dito isso, pode-se conferir um carater
semiquantitativo a analise mediante a obten¢ao dos didmetros dos halos de dispersdao do 6leo
gerados. Além disso, testes de dispersdo de 6leo podem oferecer informagdes importantes
quando avaliando diferentes meios de cultivo para a producao de biossurfactantes, uma vez que
diferentes halos de dispersdo podem ser gerados por sobrenadantes de cultivo de um mesmo
microrganismo cultivado em meios distintos (Lamilla et al., 2018).

No experimento, a formacdo de halos de dispersdo das amostras de meio convencional
(em média 51,1 mm) comprova a produgdo de tensoativos por B. velezensis H20O-1 neste meio.
O mesmo ¢ verdade para as amostras de meio alternativo, as quais tenderam a superar os
diametros dos halos formados pelas amostras de meio convencional (em média 69,5 mm)
(Figura 13).

O melhor desempenho dos sobrenadantes de meio alternativo nesta metodologia aponta
para a biossintese de homologos de surfactina em proporcdes distintas, de forma que o
sobrenadante de meio convencional teria menor capacidade de dispersar o oleo bruto. Essa
observagdo, por sua vez, sugere que os homodlogos de biossurfactante de meio alternativo
tendem a apresentar maior capacidade redutora da tensdo superficial. Tal hipotese poderia ser
confirmada mediante a caracterizagdo e quantificacdo dos diferentes homologos presentes
através de Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometria de Massas (Perez et al., 2017).

Vale ressaltar que a surfactina produzida em meio alternativo gerou halos de dispersdo
relativamente maiores do que o observado para Bacillus spp. utilizando o mesmo 6leo na
literatura. Um 1isolado de Bacillus subtilis MG495086 produziu lipopeptideos capazes de
promover a formacao de halos de 66 mm de didmetro (Datta, Tiwari e Pandey, 2018). J4 Verma
e colaboradores (2023b), ao produzir surfactina de B. subtilis RSL2 em meio contendo melago
obteve diametros médios em torno de 21 mm.

Adicionalmente, nota-se uma tendéncia da amostra de 72 horas de cultivo em meio
alternativo de gerar halos de dispersdo de maior didmetro do que as demais amostras do mesmo

meio de cultivo em diferentes periodos. Isso pode ser explicado pelo inicio tardio da fase
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estacionaria de B. velezensis em meio alternativo, o que, sendo a fase do crescimento bacteriano
onde ocorre a producdo de biossurfactante, afetaria a capacidade dispersante da amostra
(Sheppard e Mulligan, 1987; Jacques, 2011; Sousa et al., 2012; Jahan et al., 2020). Ou seja,
como a sintese de surfactina ocorre mais tarde quando B. velezensis ¢ cultivada em meio
alternativo, ¢ provavel que haja um acumulo maior de biossurfactante na amostra de 72 horas
de cultivo, o que potencializaria a sua capacidade dispersante.

Similarmente, o melhor desempenho de amostras de 72 horas de cultivo pode estar
atrelado a cinética de crescimento de B. velezensis em meio alternativo, caracterizada por uma
faze exponencial tardia, de forma que o maior periodo de incubagao teria permitido o acimulo
de maiores concentragdes de surfactina (Jacques, 2011; Sousa et al., 2012; Jahan et al., 2020).

Os dados obtidos corroboram a viabilidade da produgdo de surfactina por B. velezensis
H20-1 em ambos os meios avaliados, havendo todos os sobrenadantes apresentado valores de
tensdo superficial inferiores ao da agua ultrapura (= 72 mN/m). Além disso, ndo ha diferenga
significativa entre os valores de tensao superficial entre os sobrenadantes de meio convencional
e os de meio alternativo dos tempos de 24 e 48 horas de cultivo, como visto na figura 14.

No periodo de 72 horas de incubagdo, o sobrenadante de meio convencional apresenta
menores valores de tensdo superficial em relagdo ao sobrenadante de meio alternativo no
mesmo periodo. Isso ocorre apesar da maior produ¢do de biomassa observada em meio
alternativo e contrapondo os achados semiquantitativos do teste de dispersao do oOleo. A
tendéncia dos sobrenadantes de meio alternativo de apresentar maiores valores de tensdo
superficial pode estar relacionada a produg¢do de propor¢des distintas de homodlogos de
surfactina em comparacao ao meio convencional (Sun et al., 2019; Verma et al., 2023b).

Os valores de tensao superficial obtidos de ambos os meios deste estudo foram inferiores
aos observados em outros trabalhos focados na avaliacdo da producao de surfactina de Bacillus
spp.. Esses achados ja foram observados tanto em meios com fontes sintéticas quanto fontes
alternativas de carbono. Moshtagh e colaboradores (2019) utilizaram residuos de cervejaria
para o crescimento de B. subtilis N3—1P, gerando sobrenadante com tensdo superficial de 27,3
mN/m. Goswami e Deka (2019), observaram tensdes de 32,3 mN/m ao cultivar B. altitudinis
MS16 em meio sintético contendo glucose. Singh e Sharma (2020) ao inocular B. tequilensis
SDS21 em um meio sintético contendo sacarose obtiveram sobrenadante com tensao superficial
de 30 mN/m. Por sua vez, Meena e colaboradores (2021) produziram surfactina de B. velezensis

KLP2016 em meio LB capaz de levar a tensao superficial a 40 mN/m.
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Outros estudos que relataram a sintese de biossurfactantes com maior capacidade de
reduzir a tensdo superficial, mesmo utilizando fontes alternativas de carbono nos meios de
cultivo. Verma e colaboradores (2020), por exemplo, cultivaram B. subtilis RSL2 em meio
contendo melago para a producao de surfactina. Foi observado que o sobrenadante resultante
teve impressionantes 24,1 mN/m de tensdo superficial. Apesar disso, pode-se dizer que a
surfactina produzida no meio alternativo proposto neste trabalho se mostra promissora como
alternativa a surfactantes quimicos, tendo satisfatoria capacidade redutora da tensao superficial.

A CMC ¢ considerada a principal caracteristica fisico-quimica de um tensoativo,
tratando-se da concentracdo a partir da qual tem inicio a formag¢ao de micelas de um surfactante
em solugdo (Barbosa et al., 2022). Afinal, assim que ultrapassada a CMC, as moléculas
adquirem um novo comportamento, o que esta diretamente relacionado com as possiveis
aplicagoes do surfactante (Daltin, 2011; La Mesa e Risuleo, 2021).

Os graficos de DMC gerados (Figura 15 — A e B) atestam o comportamento de solugdes
de tensoativos de acordo com a variacdo de concentracdo dessas moléculas. Em baixas
concentragdes, solugdes de surfactantes apresentam grandes variacdes de tensdo superficial, a
qual decresce rapidamente conforme se aumenta a quantidade de tensoativo. Em concentragdes
mais altas, que ultrapassam a CMC do surfactante, a tensdo superficial da solugdo mantém-se
aproximadamente constante (La Mesa e Risuleo, 2021; Barbosa et al., 2022).

No ensaio realizado, observou-se que a DMC do sobrenadante de meio convencional ¢
superior a do sobrenadante de meio alternativo. De modo geral, podemos dizer que esse
resultado era esperado, uma vez que a concentracdo de surfactina no sobrenadante de meio
alternativo foi menor que a concentra¢do em sobrenadante de meio convencional. Dessa forma,
este deve ser mais diluido para que atinja a barreira entre concentracdes a partir da qual se deixa
de observar a formagao de micelas.

Uma vez obtidos os valores de CMC das amostras através de suas DMCs e
concentragoes de biossurfactante em solugdo, nota-se que o sobrenadante de meio alternativo
tem CMC menor do que o sobrenadante de meio convencional (Figura 15 — C). Assim, pode-
se afirmar que o meio alternativo gerou propor¢des de homodlogos de surfactina de maior
eficiéncia (5,11 mg/L) do que os gerados por B. velezensis H20-1 em meio convencional (6,52
mg/L). Uma vez que, quanto menor o valor de CMC de um surfactante, maior a sua eficiéncia,
pois uma menor concentracao de surfactante € necessaria para diminuir a tensdo superficial

(Mulligan, 2005; La Mesa e Risuleo, 2021).
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A estrutura quimica de um tensoativo em solugdo tem grande impacto na sua CMC, de
forma que os diferentes valores de CMC observados sdo possiveis devido a biossintese de
diferentes propor¢des de homodlogos de surfactina dependendo do meio de cultivo utilizado. O
tamanho da cadeia carbonica ¢ uma das principais variagdes estruturais que afetam a CMC,
havendo decrescimento desta a cada adi¢do de um grupo metila na cadeia (Holmberg et al.,
2002; Khalfallah, Kriaa e Hedhli, 2018; Baccile e Poirier, 2022). Assim, sabendo que os
diferentes homologos de surfactina podem variar quanto ao comprimento de sua cadeia de 4cido
graxo de Ci2 a Ci¢, gera-se a hipotese de que a menor CMC observada no sobrenadante de meio
alternativo esta relacionada a inducao da biossintese de homologos de surfactina de cadeias de
acido graxo maiores por este meio (Yang ef al., 2015).

Além disso, em compara¢do com outras espécies de Bacillus, a CMC de B. velezensis
H20-1 observada em ambos os meios ¢ significativamente menor. A CMC de B. subtilis N3—
1P cultivada em meio contendo residuos de cervejaria € 107 mg/L, a de B. tequilensis SDS21
em meio sintético contendo sacarose ¢ de 40 mg/L e a de B. subtilis RSL2 em meio contendo
melaco ¢ 80 mg/L (Moshtagh ef al., 2019; Singh e Sharma, 2020; Verma et al., 2020).
Entretanto, os achados de Meena e colaboradores (2021) sugerem que uma alta eficiéncia ¢ uma
caracteristica da surfactina produzia por cepas de B. velezensis, uma vez que a CMC que
obtiveram do cultivo de B. velezensis KLP2016 em meio LB foi de impressionantes 17,2
pg/mL.

Visando uma futura aplicagdo industrial da surfactina sintetizada por B. velezensis em
meio alternativo, torna-se necessaria a analise da estabilidade a longo prazo do biossurfactante.
Afinal, a durabilidade do biossurfactante deve ser alta para que a manutencao do produto em
estoque seja possivel, de forma que esteja prontamente disponivel para uso (Marchant e Banat,
2012).

Uma vez atestada a estabilidade da surfactina ap6s 5 dias de armazenamento a -20 °C,
periodos mais longos entre analises foram introduzidos. Nota-se que o biossurfactante manteve
sua capacidade redutora da tensdo superficial constante durante todos os 165 dias do
experimento (Figura 16). Similarmente, os valores de tensdo superficial das amostras
liofilizadas ressuspensas permaneceram constantes durante todos os 140 dias de analise (Figura
17). Tais resultados sdo especialmente atrativos quando se leva em consideracao que nao foram
feitas quaisquer alteragdes a formulagdo dos sobrenadantes brutos para a conservagdao do

lipopeptideo, como a adi¢do de conservantes.
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Avaliando comparativamente o desempenho do congelamento direto e a liofilizagao dos
sobrenadantes autoclavados, tem-se que ambos os métodos conservaram equiparavelmente a
surfactina nos periodos testados. Contudo, a liofilizagdo ¢ uma metodologia marcada por
vantagens que o congelamento ndo possui. Tratando-se de uma técnica de remocgao a vacuo de
95% a 99.5% da agua de um produto congelado, a produtos liofilizados estdo associados a maior
facilidade de manuseio, transporte e armazenamento facilitados devido a redug¢ao do volume e
possibilidade do armazenamento a temperatura ambiente, reduzindo gastos com refrigeragao
(Gaidhani et al., 2015).

Silva e colaboradores (2019) avaliaram a estabilidade a longo prazo do biossurfactante
de Pseudomonas cepacia CCT6659 mediante diferentes métodos de conservagdo. Apos
medicoes da tensdo superficial de amostras de 15, 30, 45, 90, e 120 dias de armazenamento a
temperatura ambiente, os pesquisadores concluiram que as técnicas mais apropriadas foram
tindalizagdo fracionada e a adigdo de sorbato de potassio a formulagao.

Com isso, mesmo que os resultados obtidos sejam satisfatorios para a aplicabilidade do
biossurfactante na industria do petréleo, outros testes envolvendo diferentes técnicas de
conservagao da surfactina produzida por B. velezensis H20-1 em meio alternativo podem ser
realizados. Afinal, determinar a compatibilidade do produto com diferentes técnicas de
conservagao, viabilizaria o uso da surfactina em outros setores. Similarmente, a avaliagao de
formulag¢des de biossurfactante com diversos conservantes, como o conservante alimenticio
sorbato de potéssio, abre portas para a aplicacdo da surfactina em outras industrias.

A aplicabilidade da surfactina produzida por B. velezensis em meio alternativo como
agente de biocontrole da biocorrosdo no setor petroquimico foi testada. A bioatividade da
surfactina produzida foi avaliada com base no seu efeito inibitério do desgaste de superficies
de aco, bem como da formagdo de biofilme nessas superficies. Afinal, a CIM é um processo
dependente da estruturacdo de um biofilme maduro e representa cerca de 40% de toda a
corrosdo interna de dutos na industria do petréleo (Muthukumar, 2014).

As micrografias eletronicas de varredura dos biofilmes formados nos cupons de ago
mostram que a surfactina derivada de cultivo em meio alternativo interfere no processo de
formac¢do de biofilme em comparacdo ao controle (Figuras 19 e 20). O biossurfactante, tanto
quando adicionado diretamente a agua de producao (Reator SS), quanto no condicionamento
de cupons (Reator CS), promoveu uma menor cobertura de biofilme ap6s 13 dias de incubagao.
Adicionalmente, houve biofilmes de superficies do ago de RSS que apresentaram morfologias

distintas dos demais.
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A menor cobertura de cupons de aco por biofilme notada no Reator SS estd de acordo
com a coloracdo distinta percebida neste reator em comparacao aos demais (Figura 18). Tais
observagdes podem estar associadas a acdo antimicrobiana da surfactina contra bactérias
presentes na dgua de producao, potencialmente incluindo BRS, como indicam os achados de
Korenblum et al., (2012) e Guimaraes (2019). Dessa forma, a adig@o direta de lipopeptideo a
agua de producdo, ao inibir o crescimento de bactérias da dgua de producao, comprometeria
também a capacidade formadora de biofilme da comunidade microbiana do biorreator, levando
a cobertura de uma menor area da superficie de ago.

Alternativamente, a menor cobertura das superficies de aco desse biorreator por
biofilme pode ser resultado da modificacdo hidrofobicidade da superficie metalica, assim como
da superficie celular dos microrganismos presentes na agua de producao. Esse efeito pode ter
sido ocasionado pela surfactina adicionada, como teorizado por Guimaraes (2019) ao avaliar a
capacidade antibiofilme do biossurfactante produzido em meio convencional. Sendo assim, a
adi¢do direta do tensoativo ao reator levaria a alteracao da interagdo da superficie das bactérias
presentes na agua de producdo com a superficie de adesdo, comprometendo a formacdo de
biofilme.

As distingdes dos biofilmes observados nos cupons de ago do Reator SS também
sugerem que a adicdao direta de lipopeptideo a dgua de produgdo pode levar ao retardo do
crescimento de algumas das bactérias da agua de producdo. Ou seja, com a proliferagdao
comprometida dessas espécies, torna-se possivel a formacao de biofilmes cuja composicao ¢
dominada por outros microrganismos, resultando nas diferentes morfologias observadas nas
Figuras 19 — F e 20 — F. Isso ocorre porque a estrutura dos biofilmes ¢ moldada tanto pelas
condi¢gdes ambientais quanto por fatores intrinsecos como as suas composi¢des quimica e
microbioldgica (Maukonen et al., 2003; Araujo, Freire e Nitschke, 2013). Para melhor
compreender esses resultados, andlises filogenéticas das comunidades microbianas sdo
necessarias.

Ao avaliar a inibi¢do da formagdo de biofilme pela surfactina de B. velezensis em meio
convencional, Guimaraes (2019) também observou coloragdo distinta no biorreator que recebeu
biossurfactante diretamente na agua de produg¢do. Também foi observada a formacdo de
biofilme menos espesso em relacdo ao visualizado no Reator Controle. Esse achado vai ao
encontro com as hipoteses da agdo antimicrobiana contra bactérias presentes na agua de
producdo quanto capacidade comprometedora da adesdo celular da surfactina enquanto agente

inibidor da formagdo de biofilme. Além disso, diferentemente do que foi atestado neste
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trabalho, Guimardes (2019) ndo notou maior cobertura ou espessura do biofilme em
amostragens mais tardias. Conclui-se que o sobrenadante de meio alternativo parece apresentar
redu¢do em sua capacidade inibitéria da formagao de biofilmes a medida que o tempo de
incubagdo aumenta. Esse efeito pode ser atribuido da menor concentragdo de surfactina nesse
sobrenadante em comparacdo ao de meio convencional. Assim, a deplecdo de biossurfactante
no RSS que recebeu sobrenadante de meio alternativo ocorre mais cedo, potencialmente antes
da adi¢ao de mais surfactina, levando ao comprometimento da sua atividade inibitéria da
formacgao de biofilme. Dessa forma, deve-se padronizar a concentragao de surfactina adicionada
ao Reator SS para que seja a mesma que foi utilizada por Guimaraes (2019) quando avaliando
o sobrenadante de meio convencional.

Guimaraes (2019) também notou que o condicionamento com surfactina sintetizada em
meio convencional de superficies de aco carbono promove a reducao da sua hidrofobicidade.
Complementarmente, Araujo e colaboradores (2016) atestam que a hidrofobicidade ¢
considerada o principal fator que influencia a formagao de biofilme, de forma que a adsorcao
de biossurfactantes a inibe a formacgdo de biofilme nessa superficie. Com isso, entende-se a
reducdo da 4area da superficie de ago coberta por biofilme dos cupons do Reator CS em relacao
ao Reator Controle. Entretanto, diferentemente do que foi observado por Guimaraes (2019) com
a surfactina sintetizada em meio convencional, a surfactina de meio alternativo adsorvida as
superficies de ago parece perder sua capacidade inibitoria da formagdo de biofilme conforme
se aumenta o tempo de incubagdo. Tal perda pode ser resultado da menor concentracdo de
biossurfactante neste meio, ou ainda das propriedades das propor¢des de homodlogos de
surfactina produzidos nele.

As micrografias eletronicas de varredura das superficies de ago dos cupons mostram que
a surfactina derivada de cultivo em meio alternativo interfere no processo de biocorrosdo
quando comparadas ao controle (Figuras 21 e 22). O biossurfactante, tanto quando adicionado
diretamente a 4gua de producdo (Reator SS) quanto no condicionamento de cupons (Reator
CS), limitou o desgaste das superficies de agco em ambos os periodos de amostragem do
experimento.

Vale ressaltar que em todos os cupons levados a biorreatores foi observada a formacao
de pites, corrosao localizada e caracteristica da agdo de BRS sobre ago (Tsarovtceva et al.,
2023). Tal resultado aponta para a formagdo de biofilme e, consequentemente, corrosdo

induzida por bactérias da dgua de producao.
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Apesar disso, ¢ importante destacar que as intervengdes realizadas nos cupons dos
reatores RSS e RCS retardaram o processo de biocorrosao em comparagdo aos cupons do Reator
Controle. Estes ultimos apresentaram maior degradagao das superficies de ago e formacao de
pites mais pronunciados, especialmente na amostragem do 25° dia de incubagdo, que ainda
continha restos celulares nos pontos de corrosdo localizada. Tais resultados podem ser
explicados pelo comprometimento da formagdo de biofilme mediante a adicdo direta de
surfactina a agua de producdao ou até pelo condicionamento dos cupons, seja através da
atividade antimicrobiana do biossurfactante contra bactérias presentes na agua de producao ou
por sua a¢ao redutora da hidrofobicidade e, consequentemente, da adesdo celular.

Adicionalmente, embora a intervencdo do Reator SS tenha sido mais eficaz em
comprometer a formagao de biofilmes, foi o condicionamento das superficies de ago levadas ao
Reator CS que promoveu o maior retardo da corrosdo, com a formagdo de menos pites. Esse
efeito pode ser atribuido a um potencial mecanismo protetor da adsor¢@o de surfactina contra o
ataque de S derivado do metabolismo de bactérias da dgua de produgio, possivelmente
incluindo BRS, sobre a superficie metalica. Conforme relatado por Araujo, Freire e Nitschke
(2013), a formagdo de uma pelicula de moléculas de biossurfactantes sobre superficies
metalicas confere a elas prote¢do da interagdo com ions H € O, evitando a corrosio.

Apesar de suas comprovadas propriedades antibiofilme, antimicrobiana e anticorrosiva,
a surfactina de Bacillus velezensis H20-1 ainda ndo ¢ utilizada em larga escala na industria do
petrdleo, em parte devido aos elevados custos de producao (Korenblum et al., 2005, 2012;
Guimaraes, 2019; Nazareth et al., 2021). Nesse contexto, o presente estudo contribui ao propor
um meio alternativo a base de melaco de menor custo, demonstrando sua capacidade de
promover o crescimento da bactéria e a produgdo de homdlogos de surfactina com propriedades
tensoativas satisfatorias. Como perspectiva, € necessaria a andlise da composicdo das
comunidades microbianas dos biofilmes, o estudo da cinética de produ¢do do biossurfactante
nesse meio, a avaliagao de outras técnicas de conservagao da biomolécula, a otimiza¢ao do
novo meio proposto e a analise econdmica do processo para comprovar a reducdo de custo e

viabilidade economica da aplicagdo do meio alternativo em escala industrial.
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7. CONCLUSOES

e A utilizacdo do melaco como fonte de carbono do meio de cultivo alternativo permitiu
o crescimento de Bacillus velezensis H20-1. Ademais, o meio contendo melago superou

0 meio alternativo em quantidade de biomassa produzida.

e O cultivo de B. velezensis H20-1 em meio alternativo tem fase Lag mais duradoura e

fase exponencial mais longa.

e A concentracao de surfactina produzida no meio proposto, embora satisfatéria, foi
relativamente menor do que a concentragao do lipopeptideo em meio convencional

otimizado.

e As propriedades tensoativas dos homologos produzidos em meio alternativo foram
satisfatorias e equiparaveis as observadas nos homologos sintetizados em meio

convencional.

e Asurfactina de B. velezensis H20-1 se destaca em relagdo a sua capacidade redutora da
tensdo superficial e a menor CMC quando comparada aos biossurfactantes derivados de

outras espécies de Bacillus.

e O lipopeptideo produzido ¢ estavel a longo prazo mediante conservagao a -20 °C.

e A surfactina produzida em meio alternativo apresentou acao antibiofilme e anticorrosiva
contra bactérias presentes na agua de produgdo mediante o condicionamento de
superficies de aco ou a adicao direta de surfactina a agua de producdo. Contudo, em
comparagdo aos resultados obtidos pelo biossurfactante sintetizado em meio

convencional, as intervengdes deste trabalho tiveram efeitos mais amenos.

Os resultados indicam que o meio proposto se mostra promissor como estratégia para
possivelmente reduzir os custos de produgdo da surfactina, mantendo propriedades analogas as
observadas em meio convencional. Entretanto, outras analises se fazem necessarias, tais como
a analise econdmica do processo, a otimizacao do meio proposto por meio de ferramentas de

planejamento sequenciais de experimentos, a elaboragdo da cinética de producdo da surfactina
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em meio alternativo, andlises filogenéticas das comunidades microbianas dos biofilmes, a
avaliagdo das propriedades antiaderentes e anticorrosivas do biossurfactante mediante
padronizacao da sua concentracdo para que seja a mesma utilizada por Guimaraes (2019), a
analise qualiquantitativa dos homoélogos de surfactina produzidos mediante Cromatografia
Liquida Acoplada a Espectrometria de Massas e testes envolvendo mais técnicas de

conservagdo do biossurfactante produzido.
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ANEXOS

Anexo 1

» Meio pré-inoculo

Composicao (% m/v)
Glicose 1,0
NaCl 1,0
NaHPO4 0,50
KH2PO4 0,20
MgSO4 0,020
(NH4)2S04 0,10
Extrato de levedura 0,050
Anexo 2
» Curva de calibracdo
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Anexo 1: Expressa a relacdo a partir de uma linha de tendéncia entre a absorbancia do meio de cultivo e a sua
respectiva massa seca de B. velezensis H20-1 (Guimaraes, 2015; 2019).
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Anexo 3

» Diluigoes da cinética de crescimento (UFC)

Tempo (horas) Diluicao
0 10°
12 107!
24 10
36 10
48 10
60 10
72 10

Anexo 4

» Cromatogramas de surfactina

a

Anexo 4: A. Perfil cromatografico da solu¢do padrao de surfactina, apresentando picos caracteristicos.
B. Cromatograma da surfactina produzida por B. velezensis H20-1 do sobrenadante de meio convencional.
C. Cromatograma da surfactina produzida por B. velezensis H20-1 do sobrenadante de meio alternativo.
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Anexo 5

» Restos celulares em ponto de pite

Anexo 5: Micrografia eletronica de varredura de cupom do Reator Controle da segunda amostragem (25 dias)
mostrando restos celulares encontrados em um pite (buraco).

Anexo 6

» Curva de crescimento de B. velezensis H20-1 em meio convencional
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Anexo 6: Curva de crescimento de Bacillus velezensis H20-1 em meio convencional (Guimaraes, 2019).



