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RESUMO

Neste trabalho foi investigada a produgédo de surfactina por isolados de Bacillus
subtilis, visando identificar linhagens com maior capacidade produtiva e avaliar suas
possiveis aplicagdes. Foram utilizados quatro isolados de Bacillus subtilis: AGRO,
UCP0999, UFRA92 e UFPEDA 458. A producao foi realizada utilizando meio de
cultivo a base de melagco de cana-de-agucar, e a quantificacdo foi feita por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Os resultados indicaram que o
isolado UCPQ0999 apresenta maior eficiéncia na sintese do biossurfactante,
produzindo 73,7 mg/L, enquanto os surfactantes dos isolados AGRO e UFRA92
apresentaram elevados indices de emulsificacdo, de 80% e 75%, respectivamente.
Ensaios de toxicidade demonstraram que, em concentracbes moderadas, a
surfactina ndo comprometeu o crescimento vegetal, sugerindo sua viabilidade para
aplicagdes ambientais. O teste antiviral mostrou que a surfactina produzida por
UFRA92 nao possui atividade contra o SARS-CoV-2. Os resultados reforcam o
potencial biotecnoldgico da surfactina e evidenciam a necessidade de otimizagao da
producdo, além da avaliagdo de novas linhagens que visem maior rendimento e

menor toxicidade.

Palavras-chave: Bacillus subtilis. Surfactantes. COVID-19. Microbiologia.



ABSTRACT

In this study the production of surfactin by Bacillus subtilis isolates was investigated,
aiming to identify strains with higher productive capacity and evaluate their potential
applications. Four Bacillus subtilis isolates were used: AGRO, UCP0999, UFRA92,
and UFPEDA 458. Production was carried out using a culture medium based on
sugarcane molasses, and quantification was performed by high-performance liquid
chromatography (HPLC). The results indicated that the UCP0999 isolate showed the
highest efficiency in biosurfactant synthesis, producing 73.7 mg/L, while the
surfactants from the AGRO and UFRA92 isolates exhibited high emulsification
indices of 80% and 75%, respectively. Toxicity assays demonstrated that, at
moderate concentrations, surfactin did not impair plant growth, suggesting its viability
for environmental applications. The antiviral test showed that the surfactin produced
by UFRA92 had no activity against SARS-CoV-2. These findings reinforce the
biotechnological potential of surfactin and highlight the need for production
optimization and the evaluation of new strains aiming for higher yields and lower

toxicity.

Keywords: Bacillus subtilis. Surfactants. COVID-19. Microbiology.
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1 INTRODUGAO

Os surfactantes sdo uma classe de compostos que alteram a tenséao
superficial entre dois liquidos ou entre um liquido e uma superficie solida.
Amplamente utilizados na industria, eles desempenham papéis essenciais em
processos de detergéncia, emulsificagdo e dispersao (PubChem., 2025). Uma vez
que muitos surfactantes sdo produzidos a partir de derivados de petroleo (Almeida,
2020), o impacto ambiental de sua produgao e descarte tem incentivado a busca por
alternativas mais sustentaveis, como os biossurfactantes (Rezaei et al., 2020).

Os biossurfactantes sdo compostos de origem microbiana, produzidos por
fungos e bactérias, conhecidos por sua biodegradabilidade, baixa toxicidade e alta
eficiéncia (Santos, Silva, Costa., 2016). Eles apresentam caracteristicas similares
aos surfactantes sintéticos, mas com vantagens ambientais significativas, sendo
considerados aliados no desenvolvimento de tecnologias limpas (Larini et al., 2017).
Dentre os biossurfactantes, destaca-se a surfactina, um lipopeptideo ciclico
produzido pela bactéria Bacillus subtilis (Almeida et al., 2020; Peypoux, Bonmatin,
Wallach., 1999). Além de suas propriedades emulsificantes, a surfactina é
reconhecida por suas aplicacbes antimicrobianas, antivirais e capacidade de
interacdo com lipidios (Chen et al., 2015).

A surfactina, devido ao seu alto indice de emulsificacdo, tem sido estudada
como uma alternativa promissora para a remog¢ao de manchas de 6leo (Silva et al.,
2022; Shah et al., 2016). Manchas de 6leo sdao uma das principais formas de
poluicdo ambiental, causando danos severos a fauna e flora, além de
comprometerem ecossistemas aquaticos (Silva et al., 2021). O 6leo derramado
recobre superficies, impedindo trocas gasosas e contaminando organismos
marinhos. (Nascimento et al., 2022). A capacidade da surfactina em reduzir a
tensao superficial e formar micelas facilita a solubilizagao do 6leo, promovendo uma
limpeza mais eficiente e com menor impacto ambiental (Patel et al., 2019).

Além do uso ambiental, a surfactina tem sido amplamente pesquisada por seu
potencial antiviral (Wang et al., 2017; Vollenbroich et al,. 1997). Durante a pandemia
de COVID-19, estudos sugeriram sua eficacia na inibigdo da replicagao viral,

evidenciando sua versatilidade (Jonhson et al., 2019).
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A producgéo de surfactina em escala industrial ainda enfrenta desafios, como
custos elevados e variagbes na produtividade das linhagens de Bacillus subtilis
(Lilge et al., 2022; Nascimento et al., 2022). A identificacdo de linhagens bacterianas
com consideravel capacidade produtiva de surfactina € um passo fundamental para
consolidar o uso da surfactina em aplicagdes industriais e ambientais (Hermann et
al., 2025; Jing et al., 2023).

Diante do exposto, o presente trabalho visou avaliar a produgao da surfactina
por isolados de Bacillus subtilis com o objetivo de identificar isolado com maior

capacidade de producdo desse composto e analisar sua capacidade
anti-SARS-CoV-2.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 SURFACTANTES E BIOSSURFACTANTES

Os surfactantes sdo compostos quimicos caracterizados pela capacidade de
diminuicdo de tensdo superficial entre gas e liquido, liquido e sélido ou entre
particulas liquidas (PubChem, 2025). Os surfactantes desempenham um papel
essencial em aplicagdes de limpeza, sendo adicionados a agentes de limpeza, como
detergentes, devido as suas propriedades especificas, que permitem fun¢gées como

dispersao, umectacgao, lavagem e emulsificacao (Myers, 2020).

Figura 1 - Estrutura surfactante NaSO,C,,H,s (Sodium Lauryl Sulfate) Fonte: PubChem — Cid3423265.

| :.3 1:1@,&:0,_;&_ o oa\ocﬁc ,

Pesquisas revelaram que o tamanho estimado do mercado global de
surfactantes foi de US$ 45,18 bilhdes em 2023, com uma expectativa de atingir US$
47,36 bilhdes em 2024 e chegar em US$ 70,13 bilhdes até 2032, com uma Taxa De
Crescimento Anual Composta (CAGR) de 4,9% durante o periodo de previsao
(Fortune Business Insights, 2025). A pandemia de COVID-19 expandiu o setor de
cuidados domésticos devido as preocupagdes com limpeza e higiene, uma vez que
os surfactantes sdo componentes essenciais em formulagcbes de detergentes,
desinfetantes, sabonetes e outros produtos voltados a limpeza e cuidados pessoais
estas mudancas impactaram positivamente o crescimento do mercado de
surfactantes (Chirani et al., 2021).

Também conhecidos como tensoativos, os surfactantes sdo amplamente
utilizados na industria do petroleo e na producdo de produtos de limpeza e
cosmeéticos (Almeida, 2020). Normalmente, os surfactantes sdo produzidos a partir
de derivados do petréleo, entretanto, a necessidade de produtos menos poluentes e

de menor impacto ambiental aumentou a busca por surfactantes naturais conhecidos
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como biossurfactantes (Santos et al., 2016). Estes compostos s&o sintetizados por
microrganismos, como fungos e bactérias, apresentam baixa toxicidade e alta
biodegradabilidade (Lilge et al.,2022; Santos et al., 2016). Assim como os
surfactantes sintéticos, os biossurfactantes sdo moléculas capazes de alterar a
tensdo superficial entre dois fluidos e tendem a gerar agregados chamados de
micelas (Santos et al., 2016; Liu et al., 2013). Devido a estas caracteristicas
apresentam diversas propriedades industriais, como detergéncia, emulsificagcao,
lubrificagédo, entre outros (Fakruddin, 2012; Nitschke, Pastore, 2002). Devido a sua
versatilidade e eficiéncia, eles sao amplamente utilizados em industrias como
cuidados domésticos, limpeza industrial, alimentos e bebidas, entre outras (Ribeiro,
Guerra, Sarubbo, 2020; Larini et al., 2017; Barros et al., 2007).

2.2 Bacillus subtilis

Bacillus subtilis € uma bactéria Gram-positiva amplamente distribuida no solo
e na agua, reconhecida por sua versatilidade e importancia biotecnologica
(Arnaouteli et al., 2021). Originalmente descrita em 1835 pelo microbiologista
Christian Gottfried Ehrenberg como Vibrio subtilis, devido a sua motilidade, foi
posteriormente reclassificada em 1872 pelo botanico e microbiologista Ferdinand
Julius Cohn, que a renomeou para Bacillus subtilis apos identificar sua capacidade
de formar esporos resistentes ao calor (Kovacs, 2019; Cohn, 1872).

Grande parte de sua importancia biotecnolégica vem da produgdo do
metabdlito surfactina (Wang et al.,, 2017; Chen, Juang, Wei, 2015). A sintese de
surfactina é influenciada por diversos fatores ambientais e nutricionais (Volpato et
al., 2022; Rocha, 2017). A surfactina possui atividade antimicrobiana, permitindo que
a bactéria iniba o crescimento de microrganismos concorrentes em seu habitat
(Chen, Juang, Wei, 2015). Para o Bacillus subtilis, a produg¢ao de surfactina oferece
vantagens ecoldgicas significativas, como resposta adaptativa a condicbes
ambientais especificas, desempenhando um papel crucial na sobrevivéncia e
competitividade da bactéria (Volpato et al., 2022; Rocha, 2017).
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2.3 SURFACTINA

O biossurfactante surfactina ou surfactina C é um ciclodepsipeptideo, de
formula molecular Cs3HgsN;O45 ou
N-[(3R)-3-hidroxi-13-metiltetradecanoil]-L-alfa-glutamil-L-leucil-D-leucil-L-valil-L-alfa-a
spartil-D-leucil-L-leucina, no qual o grupo carboxilico terminal foi lactonizado por
condensagcao com o grupo hidroxila alcodlico (PubChem, 2025). A surfactina
apresenta as mesmas caracteristicas dos surfactantes sintéticos (Almeida et
al.,2020; Peypoux, Bonmatin, Wallach, 1999) e vem sendo amplamente estudada
devido ao seu potencial antimicrobiano, com alta atividade fungicida, bactericida e
principalmente antiviral (Meena, Sharma, Kanwar, 2020 ; Chen, Juang, Wei, 2015).
Além disso, estudos evidenciam sua capacidade de atuagdo como agente
antineoplasico e inibidor da agregacao plaquetaria, além de servir como veiculo para

administracao de drogas via pulmonar (Seydléva, Svoboddéva, 2008)

Grande parte das capacidades da surfactinas sdo devidas a sua natureza
anfipatica, possuindo uma parte hidrofilica (Grupos polares, carboxila e aminas, nos
aminoacidos do anel) e outra hidrofébica (Cadeia longa de acido graxo). Essa
caracteristica permite a reducado da tensdo superficial e facilita a formagao de

micelas (Lilge et al.,2022).

Figura 2 - Estrutura de Cs3Hg3N,O,5 (surfactina) fonte: PubChem - CID443592.


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C53H93N7O13
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C53H93N7O13
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2.4 APLICACOES BIOTECNOLOGICAS

Durante o ano de 2019, ocorreu um vazamento de 6leo bruto no litoral do
Brasil, considerado um dos maiores desastres ambientais por derramamento de
petréleo, alcangando uma faixa litoranea de 4.334 km em 11 estados do Nordeste e
Sudeste, 120 municipios e 724 localidades (Pena et al., 2020). O 6leo bruto, ou
petroleo, contém em sua composi¢cdao uma variedade de substancias, muitas das
quais possuem alto grau de toxicidade para a saude humana e sdo extremamente
prejudiciais a fauna e a flora (Silva et al., 2021; Cerqueira et al., 2020). Entre os
compostos presentes, destacam-se os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(HPAs) e o grupo BTEX, formado por benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno
(Bertoldi et al., 2019; Wagener et al., 2017). Esses compostos organicos podem ser
gerados, entre outras fontes, pela industria petrolifera, seja por meio de
derramamentos de 6leo ou pela liberacdo de emissdes atmosféricas durante o
processo de refino (Biswas, Mondal., 2019). Eles também tém papel de destaque em
estudos ambientais devido ao seu carater mutagénico e carcinogénico, sendo
considerados altamente poluentes (Euzebio et al., 2022).

De acordo com Mao et al. (2015) a contaminagao do solo € uma questao de
preocupacgao global, representando um obstaculo significativo ao desenvolvimento
sustentavel. Esse problema afeta o equilibrio dos ecossistemas, resulta em perdas
econdmicas crescentes e prejudica a saude humana (Khan et al, 2021). As
principais causas da contaminagao incluem praticas inadequadas ou irresponsaveis
de descarte, como o despejo improprio de residuos industriais, rejeitos de
mineragdo, descarte de lixo e armazenamento incorreto de materiais (Campelo,
2023). Para eliminar os poluentes quimicos presentes no solo, a lavagem com
solugdes aquosas € amplamente utilizada (Ahn et al., 2008). No entanto, devido a
baixa solubilidade ou insolubilidade de muitos contaminantes em agua, sao
necessarios aditivos, entre os quais os surfactantes se destacam, gracas a sua
estrutura molecular unica e propriedades versateis (Mao et al., 2015., Ahn et al.,
2008)

Nesse cenario, microrganismos produtores de biossurfactantes podem ser

aproveitados para lidar com os problemas de derramamento, destacando-se por
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suas propriedades sustentaveis como baixo nivel de toxicidade, e facil degradagao
(Korbut et al., 2022; Santos, Silveira, Pereira., 2019 ). Contudo, um dos maiores
desafios atuais do uso dos biossurfactantes € o alto custo de producao (Lilge et
al.,2022; Nascimento et al., 2022).

2.5 CAPACIDADE ANTIVIRAL

Virus envelopados, como os da gripe, dengue e imunodeficiéncia humana,
possuem uma membrana de bicamada lipidica que facilita sua entrada nas células
hospedeiras por meio do processo de fusdo entre a membrana viral e a celular
(Yuan et al 2018; Kim et al., 2016). Esse processo € mediado por uma glicoproteina
de superficie viral chamada “proteina de fusdo”, que desempenha um papel
essencial nessa etapa (Yuan et al., 2018; Kim et al., 2016).

A surfactina € um potente agente antiviral capaz de romper a integridade
desta importante membrana de virus envelopados (Wang et al., 2017), como ja foi
demonstrado em estudos que avaliaram a eficiéncia da surfactina na inibicdo da
replicacédo de virus envelopados como o virus da imunodeficiéncia humana (HIV),
virus do herpes simples (HSV 1 e 2) virus da estomatite vesicular (VSV), entre
outros (Vollenbroich et al., 1997).

O SARS-CoV-2, agente etioldgico da COVID-19, foi identificado em Wuhan,
provincia de Hubei — China em dezembro de 2019 e rapidamente se disseminou,
tornando-se um problema de saude global (Sohrabi et al., 2020). Até o presente
momento, mais de 700 milhdes de casos ja foram confirmados, com cerca de 7,1
milhdes de mortes em todo o mundo (Organizacdo Mundial da Saude, 2025). No
Brasil foram confirmados até hoje 39.181.954 casos e 715.108 6bitos causados pela
doenga (Ministério da Saude, 2025). Apesar de apresentar menor taxa de
mortalidade em comparacdo ao SARS-CoV e o MERS-CoV, o SARS-CoV-2
apresenta maior infectividade dentre essas linhagens virais devido a maior afinidade
de ligacao da proteina spike ao receptor celular ACE2 (Angiotensin-Converting
Enzyme 2) contribuindo significativamente para o aumento da transmissibilidade e
contagiosidade (V'kovski et al., 2021; Li, 2016).
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Diante da constante possibilidade de uma nova pandemia, faz-se necessario
o desenvolvimento de novas tecnologias profildticas e terapéuticas contra a
COVID-19. Uma abordagem promissora € a prospecc¢ao de moléculas bioativas de
microrganismos com potencial atividade antiviral, destacando-se os biossurfactantes
(Khalifa et al., 2021). Mais recentemente, Johsson et al., (2019) descrevera, a
eficiéncia da surfactina na inibicdo da replicacdo do SARS-CoV e do MERS-CoV,
sugerindo assim uma potencial atividade antiviral da surfactina contra o
SARS-CoV-2. Considerando a capacidade da surfactina de interagir com os
fosfolipidios de membrana gerando desestabilizag&o lipidica ou formagao de poros
na membrana (Crovella et al., 2022; Yuan et al., 2018), existe a possibilidade da
surfactina diminuir a capacidade infecciosa, 0 que sugere uma potencial utilizacdo
no tratamento de infecgdes de COVID-19 (Johsson et al., 2019; Yuan et al., 2018).
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3 MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados os isolados de Bacillus subtilis, gentilmente cedidos pelos
grupos de pesquisa/colaboradores das respectivas instituicdes: i) UCP0999 (Grupos
de Pesquisa em Processos Tecnoldgicos e Ambientais, Universidade Catdlica de
Pernambuco, UNICAP; e em Desenvolvimento de Solugcbes Quimicas e
Biotecnoldgicas, Instituto Avancado de Tecnologia e Inovagao, IATI); ii) UFRA92
(Grupo de Pesquisa em Agrobiodiversidade e Desenvolvimento Sustentavel na
Amazoénia, Universidade Federal Rural da Amazoénia); ii) UFPEDA458 (Colecéo de
Culturas de Microrganismos do Departamento de Antibiéticos, UFPE); e AGRO -
(agricultores do municipio de Primavera, PE; similar a QST713). A cultura dos
isolados foi realizada em placas contendo meio sélido inclinado Luria Bertani (LB),
incubadas em estufa microbioldgica a 30°C por 24 h e posteriormente armazenados

a 4°C durante periodo maximo de 60 dias.

3.1 PREPARO DO INOCULO

O in6culo do isolado foi preparado em elaborado meio de cultura composto
por uma solugdo tampao fosfato de potassio (mono e dibasico) a 100,0 mM e pH
7,0, a qual foram adicionados 1,0 g/L de (NH,),SO,, 0,25 g/L de MgSO,.7H,0, 4%
de melago (m/v) e 1,0 mL/L de uma solugdo de estoque de sais. Apds o preparo,
250 mL do meio de cultura foram acondicionados em Erlenmeyers de 500 mL,
procedendo-se a esterilizagdo destes em autoclave a 120°C por 20 min e
armazenados durante 2 dias a fim de verificar a esteriidade do meio.
Posteriormente, os frascos foram inoculados assepticamente a partir da cultura
presente no meio de manutencdo Luria Bertani e incubados em estufa

microbiolégica sob rotagdo a 200 rpm orbital por 19 horas a 30°C.

3.2 CULTIVO PARA PRODUGAO DE SURFACTINA

A produgao da surfactina foi realizada em frascos Erlenmeyer contendo 100
mL do mesmo meio de cultura utilizado no in6culo. Dentro de camara de fluxo

laminar, 10 mL do inéculo contendo os isolados de Bacillus subtilis foram
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transferidos para os frascos com o meio de producdo da surfactina. Apos essa
etapa, os frascos foram novamente incubados em estufa microbiolégica com

rotacao orbital de 200 rpm a 30°C.

3.3 EXTRACAO DA SURFACTINA

Decorrido o tempo de cultivo para produgao da surfactina, o meio foi transferido
para tubos Falcon de 50 mL e centrifugado sob rotagao de 2.500 rpm, a 4°C por 15
minutos para recolhimento do sobrenadante, o qual foi acidificado ajustando seu pH
para 2,0 com HCI. O meio acidificado ficou em repouso a 4°C durante 12 h para
formagao do precipitado. Apds esse periodo foi realizada nova centrifugagao a 2.500
rpom a 4°C por 15 minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi
ressuspendido em 5 mL de agua destilada, tendo o seu pH ajustado para 7,0 com
NaOH. Posteriormente foi adicionado 5 mL de solugéo de cloroférmio-metanol (2:1,
v/v) no tubo contendo o precipitado. A solugéao foi agitada durante 1 min em vortex e
logo em seguida submetida sob rotacao de 2.500 rpm, a 4°C por 5 minutos para
separacao das fases. A fase organica foi coletada com ajuda de seringa e
transferida para outro tubo. Apds essa etapa, a fase organica foi concentrada em
rotaevaporador a 40°C e o concentrado ressuspendido em 5 mL de solugédo de

metanol-acetonitrila (1:1, v/v), o qual foi armazenado a -20°C.

3.4 QUANTIFICACAO DA SURFACTINA

A deteccdo e quantificacdo da surfactina foi realizada em cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) em parceria com o Laboratério de Cromatografia
Instrumental — UFPE. Foi utilizada coluna de fase reversa C-18 ZORBAX Eclipse
XDB-C18 (Agilent). A fase movel foi composta por 20 % de acido trifluoroacético
(3,8 mM) e 80 % de acetonitrila no fluxo de 1,0 mL/min a 30°C. A amostra contendo
o lipopeptideo foi analisada utilizando-se um detector de absor¢ao UV (205nm) com
tempo de analise de 30 min, conforme descrito por Mubarak et al., (2015). As
amostras foram quantificadas através de uma curva de calibracdo com surfactina

padrao 95 % (Sigma-Aldrich), em faixa de concentracdo de 0,01 a 0,6 mg/mL.
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3.5 INDICE DE EMULSIFICAGAO

Foi realizada a medigdo do indice de emulsificagdo E,,, (Cooper &
Goldenberg, 1987; Bento et al., 2005) através da adigdo de 1 ml de 6leo querosene
em 1 ml de surfactina. A solugéo foi vortexada até a formagao de emulsao estavel,
observada por alteragdo na cor e altura das fases. A altura da emulsao foi entédo
mensurada, e apos 24 h, para determinagcédo do indice através da porcentagem de

altura da camada de emulsificacéo dividida pela altura total do liquido.

3.6 TESTE DE TOXICIDADE

Foi realizado teste de toxicidade das surfactinas na espécie macrofita aquatica
indicadora Lemna aequinoctialis cultivada em meio SH 72 forgca (Schenk e
Hildebrant), em placa de 24 pogos de 1 ml, utilizando 100 pl, 75 pl, 50 pl, 25 pl e 12,5
JI dos extratos dos isolados de Bacillus subtilis, analisando a clorose e crescimento
das frondes durante 5 dias. Em cada pogo da placa foram inicialmente colocados 5
frondes de L. aequinoctialis clone M1 (LGPP, UFPE). A taxa de crescimento relativo
do numero de frondes (RFNGR, em dia™) foi determinada pela formula RFNGR = (In
FN, = In FN,) / (t, - t;), onde FN1 = numero de frondes no tempo inicial (t), FN2 =
numero de frondes no tempo final (), t1 = tempo inicial (em dias), t2 = tempo final

(em dias) e In = logaritmo natural (base e). conforme Wang et al (2014).

3.7 ANALISE DA ATIVIDADE ANTIVIRAL

A analise da atividade antiviral foi feita em parceria com o Instituto Aggeu
Magalhdes (FIOCRUZ), localizado na Universidade Federal de Pernambuco (UFPE),
seguindo metodologia similar a descrita por Johnson et al (2019). Foram utilizadas
linhagens celulares Vero infectadas com cepas do SARS-CoV-2. As células foram
cultivadas em placa de cultura de tecidos de 48 pogos contendo concentracgao inicial

de células de 2 x 10* células / pogo, as quais foram incubadas por 24 h (37 °C, 5 %
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CO,). As culturas de monocamadas confluentes foram tratadas com linhagens virais
do SARS-CoV-2 em MOI de 1,0, ou seja, aproximadamente uma particula viral por
célula, diluidos em 100 pL de meio de cultura contendo 2 % (v / v) de soro fetal
bovino por 2 h a 37 °C e 5 % de CO,. Apds 2 horas do cultivo com a linhagem viral,
as células foram tratadas com a surfactina produzida pelo Bacillus subtilis UFRA92
ou inibidor viral 6-metilmercaptopurina ribosidica (6MMPr) por 1 h. Posteriormente foi

realizada a contagem das células nao lisadas bem como a analise de titulagao viral.
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4. RESULTADOS
4.1 CULTIVO DE Bacillus subtilis

Os isolados de Bacillus subtilis potencialmente produtores de surfactina
apresentaram crescimento homogéneo, sem sinais aparentes de contaminacgao. As
colénias dos isolados UFPEDA458, UFRA92 e UCP0999 possuem aspectos
fenotipicos caracteristicos de aparéncia esbranquigada e textura mucilaginosa como

observa-se na figura 3.

Figura 3 — Isolados de Bacillus subtilis inoculados em placas. Estrias de UCP0999 circuladas em
vermelho para melhor visualizagao.

UFRA598

UCP0999

4.2 ANALISE POR HPLC

A analise por HPLC confirmou a presenca da surfactina nas amostras
testadas, com tempos de retengcdo e areas de pico compativeis com os padrdes
analisados. As solugdes padrao apresentaram um aumento linear na area dos picos
cromatograficos conforme a concentragédo aumentava, com areas dos picos variando
entre medidas de 5,775 a 62,841. Entre as amostras testadas, o isolado UCP0999
exibiu a maior area de pico (20,840), seguido pelo isolado UFPEDA458 (17,230),
enquanto UFRA e AGRO apresentaram areas menores, 13,310 e 11,461,
respectivamente. Ao avaliar o primeiro pico cromatografico das amostras com
magnificacdo de 4 vezes no cromatorama, observou-se que os valores variaram

entre 11,461 e 15,119, indicando diferencas na concentracido de surfactina entre os



26

isolados. As concentracdes determinadas foram, respectivamente AGRO: 34.1 mg/L;
UFRA:45.1 mg/L; UFPEDA:54.0 mg/L; UCP0999:73.7 mg/L.

Esses dados sugerem que os isolados possuem diferentes capacidades de
producdo do biossurfactante, com destaque para UFPEDA e UCP, que

demonstraram maior rendimento na produgao de surfactina.

Figura 4 - Concentragdes de surfactina dos isolados comparadas a concentragao de surfactina
padrao.
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Figura 5 - Concentragbes de surfactina encontradas em cada isolado.
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4.3 INDICES DE EMULSIFICAGCAO

A surfactina do isolado UFRA teve maior indice (80%), seguido pelos isolados
AGRO com 75%, UCP 30% e UFPEDA, em ultimo, com apenas 25%.

Figura 6 - indices de emulsificacdo apds teste de 24 horas em querosene.
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4.4 TESTE DE TOXICIDADE EM Lemna aequinoctialis.

As surfactinas de todos os isolados testados causaram diminuicdo na
capacidade de crescimento de Lemna aequinoctialis nas trés maiores concentragdes
(Tabela 1). Os isolados UFRA e AGRO foram os que promoveram menor diminuigao
na capacidade de crescimento, e o isolado UCP foi o unico que causou diminui¢cao
significativa, levando a morte vegetal(Tabela 2; Figura 4).

As plantas tratadas com extratos dos isolados UCP apresentaram bleaching
em todas as concentragdes, as tratadas com UFPEDA e UFRA apresentaram
clorose a partir da segunda concentragdo, além de sinais de bleaching nos
tratamentos com 25 pl, 75ul e 100 pl em UFRA, e com 50 pl e 75 pl de UFPEDA. As
plantas tratadas com extratos do isolado AGRO n&o apresentaram clorose em

nenhuma concentracgao.
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Figura 7 - Frondes de Lemna aequinoctialis. em placa apds 5 dias de cultivo com diferentes doses de

extrato de surfactina para cada isolado.

vddn vd3ddn Od9v 6660d2N

Figura 8- Concentragbes de surfactina por pogo apos analise quantitativa por HPLC

Dose 12,5uL 25ulL 50uL 75uL 100uL
UCP0999 3,07ng/uL 6,14ng/uL 12,28ng/uL 18,42 ng/uL 24,56 ng/uL
AGRO 1,42ng/uL 2,84ng/uL 5,68ng/uL 8,52 ng/uL 11,36 ng/uL
UFPEDA458 2,25ng/uL 4,5ng/uL 9 ng/uL 13,5 ng/uL 18 ng/uL
UFRA92 1,87ng/uL 3,37ng/uL 7,48 ng/uL 11,22 ng/uL 14,96 ng/uL

Figura 9 - Sinais de toxicidade em Lemna aequinoctialis. A: Clorose, amarelamento da fronde por falta

de clorofila. B: Bleaching, embranquecimento da fronde por perda de clorofila.

Figura 10 - Numero de frondes de Lemna aequinoctialis por pogo apoés 5 dias de cultivo nas diferentes

concentragdes de surfactina dos isolados de B. subtilis.

Dose () C 125 25 50 75 100
UFRA 7 1 9 10 5 5
UFPEDA458 8 7 6 5 4 4
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AGRO 9 8 5 6 6 5
UCP0999 8 5 4 5 5 3

Figura 11 - Taxa de crescimento relativo do nimero de frondes de Lemna aequinoctialis. (RFNGR, em

dia™') por pogo apos 5 dias de cultivo nas diferentes concentragbes de surfactina dos isolados de

Bacillus subtilis.

Dose (pl) 0 12,5 25 50 75 100
UFRA 0,1119 | 0,2023 | 0,1622 | 0,1833 | 0,0446 | 0,0446
UFPEDA458 | 0,1386 | 0,1119 | 0,0811 | 0,0446 | 0,0000 | 0,0000
Uso Agronémico | 0,1622 | 0,1386 | 0,0446 | 0,0811 | 0,0811 | 0,0446
UCP0999 0,1386 | 0,0446 | 0,0000 | 0,0446 | 0,0446 | -0,0575

Figura 12 - Taxa de crescimento relativo do numero de frondes de L. aequinoctialis (RFNGR, eixo das
ordenadas, em dia™) por pogo ap6s 5 dias de cultivo nas doses de 0, 12,5, 25, 50, 75 e 100 pl de
surfactina dos isolados de Bacillus subtilis.
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4.5 ANALISE DA ATIVIDADE ANTIVIRAL
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A surfactina ndo demonstrou capacidade antiviral em células ja infectadas por
SARS-CoV-2. Como demonstrado na figura 10, ndo houve diferenga significativa
entre a contagem viral do controle negativo (infeccao sem tratamento) e o
tratamento com surfactina produzida pelo isolado UFRA92. O isolado UFRA92 foi
utilizado no teste antiviral por conta do seu alto indice de emulsificacdo, que em

teoria aumentaria a capacidade de lise da membrana viral.

Figura 13 - Titulagdo do SARS-CoV-2 apés o tratamento do virus com a surfactina produzida pelo
isolado de Bacillus subtilis UFRA-92.
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Figura 14 - Microscopia das células Vero padrao (mock); contaminadas por SARS-CoV-2 sem
tratamento (negative control); contaminadas por SARS-CoV-2 + tratamento com inibidor viral
(6MMPr); contaminadas por SARS-CoV-2 + tratamento com surfactina do isolado UFRA-92
(UFRA-92).
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5 DISCUSSAO

O cultivo dos isolados de Bacillus subtilis foi bem sucedido, com colbnias em
crescimento tanto vertical como lateral, indicativo de que o meio sdlido foi capaz de
prover nutrientes e sais suficientes para a proliferacdo da bactéria, como mostram
Tasaki; Nakayama e Shoji (2017). Foi confirmada a efetividade do meio de cultura
com melago na produgao de surfactina, sendo produzida de 70 (UCP099) a 30mg/L
(AGRO), estes resultados ficam dentro da faixa de producdo de outros estudos,
como o de Rocha (2017) que foi capaz de obter de 199,45 + 0,13 mg/L utilizando
glicerol como meio de producgao. A utilizagao de glicerol como substrato na producéao
de biossurfactantes tem se mostrado uma estratégia promissora para otimizar a
producdo de surfactina. Volpato et al. (2021) realizaram uma revisdo abrangente
sobre o uso de glicerol, um coproduto abundante da industria de biodiesel, como
fonte de carbono para a produgdo de biossurfactantes por Bacillus subtilis. Os
autores destacaram que o glicerol ndo apenas serve como substrato eficiente, mas
também contribui para a redugao de custos de produgao e agrega valor a um residuo
industrial, ja4 que foi capaz de produzir de 263,6 a 1931 mg/L. E de interesse de
otimizacao econbmica explorar outras fontes de carbono, sugerindo que futuros
estudos se concentrem na avaliagdo e otimizacdo de diversos substratos, com o
intuito de estabelecer protocolos mais eficientes e escalaveis para a producéo de
surfactina em nivel industrial.

A analise por HPLC demonstrou uma diferenga entre a capacidade de
producao dos isolados, sendo o isolado UCP0999 o mais eficiente, produzindo
73,7mg/L de surfactina, 26% a mais que o segundo maior produtor, UFPEDA, com
54,0mg/L. Estes resultados se assemelham aos de Geissler et al., (2019), que
mostra a diferenga da capacidade de produgao de surfactina em diferentes isolados,
advinda das diferencas genéticas de cada um. A descoberta de isolados com maior
capacidade de producao facilita o desenvolvimento de estratégias de otimizagao
genética para o aumento da producdo e com isso a diminuicdo dos custos do
processo (Hermann et al., 2025; Jing et al., 2023 ).

A surfactina do isolado UFRA teve maior indice de emulsificagdo (80%),
seguido pelo AGRO com 75%, UCP com 30% e UFPEDA com 25%. Os indices

ficam na faixa normal de producéo que ¢€ alterada pela variacdo do isolado e pelas



32

caracteristicas ambientais da producdo do surfactante (Fernandes et al., 2024).
Segundo Larini et al., (2017) a surfactina tem capacidade de emulsificacdo de até
90% em diesel. O alto indice de emulsificagdo do isolado AGRO sugere alto
potencial na biorremediagdo de derramamento de oOleo (Fernandes et al., 2024;
Larini et al., 2017).

A surfactina extraida do isolado UFRA92 ndo manteve a integridade celular
na concentracdo testada, enquanto o padrao 6MMPr demonstrou seletividade
antiviral sem afetar a viabilidade celular. Esses resultados podem ser explicados por
diferencas estruturais entre as moléculas, conforme discutido por Chowdhury,
Baindara, Mandal (2021), ja que pequenas variagbes na molécula influenciam sua
interacdo com membranas celulares e virais.

Quando aplicada a surfactina na planta aquatica ndo houve morte vegetal em
nenhuma concentracdo além da maior, de 24,56ng/uL. Resultados semelhantes
foram observados por Korbut et al. (2022) que relatou que o lipopeptideo SPH6 nao
apresentou toxicidade significativa em organismos vegetais, o que sugere que
lipopeptideos  biossurfactantes podem ser utilizados, em determinadas
concentragbes, em ambientes com presenga de organismos vegetais sem causar
efeitos reversos. Em contraste com os dados de Yuan et al (2018), que
demonstraram que a surfactina inibe a fusdo da membrana durante a invasao de
células epiteliais por virus envelopados — acdo atribuida as suas propriedades
anfifilicas que desestabilizam a bicamada lipidica do envelope viral — nossos
resultados com a surfactina produzida pelo isolado UFRA92 nao evidenciaram
atividade antiviral significativa contra o SARS-CoV-2. Enquanto Yuan et al. (2018)
relataram que a surfactina interfere eficazmente na fusdo membranar, reduzindo a
infectividade viral, a surfactina extraida de UFRA92 n&o atingiu niveis comparaveis
de inibigdo, possivelmente devido a diferengas na estrutura do isoforma produzido,
na concentragado utilizada ou nos métodos de purificagdo empregados. Essa
discrepancia ressalta a importancia de otimizar os protocolos de fermentagcao e
purificacdo para assegurar a obtengcdo da forma bioativa da surfactina, capaz de

exercer seu potencial antiviral conforme demonstrado por Yuan et al. (2018).
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6 CONCLUSAO

A presente pesquisa demonstrou que a extragdao de surfactina utilizando o
meio de cultivo a base de melago foi adequada. Ao longo dos experimentos, foi
possivel observar a capacidade dos diferentes isolados utilizados para a producao de
surfactina nesse meio, destacando-se, em termos de eficiéncia, os isolados UFPEDA
e UCP.

Os testes de emulsificagdo realizados indicaram os niveis de atividade
produzidos por cada isolado, onde se destacaram os isolados AGRO e UFRA92

possuindo mesmo com menor concentracdo maior atividade emulsificante.

Os testes de toxicidade demonstraram que n&o houve prejuizo intenso
aparente ao crescimento vegetal, embora ainda seja necessario verificar a
significAncia estatistica dos resultados. Esses resultados sugerem que a surfactina
pode ser uma alternativa viavel para uso em processos de biorremediacido com baixo

dano a organismos aquaticos.

A analise de atividade antiviral frente ao SARS-CoV-2 revela que ndao houve
capacidade antiviral. Enquanto 6MMPr apresentou capacidade de reduzir a
replicacado do virus, mantendo a viabilidade celular, a surfactina extraida do isolado
UFRA92 nao conseguiu diminuir a contagem viral apds a infecgdo na concentragao

utilizada.

Os resultados apresentados podem contribuir para o avango no uso
biotecnolégico de microrganismos produtores de surfactina e da propria surfactina
em diferentes areas, incluindo biorremediacao e terapias antivirais. Estudos futuros
devem priorizar a otimizagado da producdo, a reducao de custos e a ampliagao dos

testes de toxicidade para garantir a viabilidade ambiental e biomédica do composto.
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