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RESUMO

O derramamento de petroleo constitui uma das principais fontes de contaminagdo dos
ecossistemas marinhos e costeiros, devido a elevada persisténcia dos hidrocarbonetos no
ambiente e aos impactos ambientais, sociais € econdmicos associados a esses eventos. Nesse
contexto, a biorremediagdo destaca-se como uma alternativa sustentavel para a recuperacao de
areas contaminadas, empregando microrganismos capazes de degradar hidrocarbonetos. O
presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial de produgao de biossurfactantes por
bactérias isoladas de sedimentos marinhos contaminados por petrdleo, visando a identificacao
de cepas com potencial para aplicagdo em processos de biorremediagdo. Para isso, foram
utilizadas seis cepas bacterianas pertencentes a colecdo do Laboratério de Biotecnologia e
Microbiologia Ambiental (LABIOMA) da Universidade Federal Rural do Semi-Arido
(UFERSA), previamente isoladas de sedimentos contaminados pelo derramamento de petrdleo
ocorrido na praia de Emanuelas, municipio de Tibau, Rio Grande do Norte. As cepas foram
reativadas em meio Brain Heart Infusion (BHI), cultivadas em meio mineral Bushnell-Haas
suplementado com glicerol e extrato de levedura como fontes de carbono e nitrogénio,
respectivamente, ¢ submetidas a condigdes de salinidade compativeis com seu ambiente de
origem. A producdo de biossurfactantes foi avaliada por meio dos ensaios de indice de
emulsificacdo apds 24 horas (E24), colapso da gota e espalhamento de o6leo, empregando
controles positivos e negativos para validacdo dos resultados. As cepas apresentaram perfis
distintos de atividade tensoativa e emulsificante. Entre os isolados avaliados, a cepa 1.8
destacou-se por apresentar resultados positivos, consistentes e reprodutiveis nos trés ensaios,
alcancando indice de emulsificagdo superior a 50% e elevada capacidade de deslocamento da
pelicula de dleo, evidenciando elevado potencial para a producdo de biossurfactantes. A cepa
1.1 apresentou resultados inconsistentes, com atividade detectada apenas em parte das
repeticdes e dos ensaios realizados, enquanto as demais cepas ndo apresentaram evidéncias de
producao significativa de compostos tensoativos nas condi¢des experimentais avaliadas. Os
resultados obtidos evidenciam o potencial biotecnologico da cepa 1.8 para estudos futuros de
otimizagdo das condi¢des de cultivo, quantificagdo da produgdo, isolamento, purificagdo e
caracterizacao quimica dos biossurfactantes produzidos, visando a sua aplicacdo em processos
de biorremediagdo de ambientes contaminados por petroleo. Dessa forma, este trabalho
contribui para a prospec¢ao de microrganismos de interesse biotecnologico e reforga o potencial
de bactérias oriundas de ambientes contaminados como fonte de biossurfactantes para

aplicacdes ambientais.



Palavras-chave: Biossurfactantes. Biorremediagdo. Petroleo. Hidrocarbonetos. Biotecnologia



ABSTRACT

Oil spills are one of the main sources of contamination in marine and coastal ecosystems due to
the persistence of hydrocarbons in the environment and their associated environmental, social,
and economic impacts. In this context, bioremediation has emerged as a sustainable alternative
for the recovery of contaminated areas by employing microorganisms capable of degrading
hydrocarbons. This study aimed to evaluate the biosurfactant-producing potential of bacterial
strains isolated from petroleum-contaminated marine sediments, with the purpose of identifying
promising isolates for bioremediation applications. Six bacterial strains belonging to the
collection of the Laboratory of Biotechnology and Environmental Microbiology (LABIOMA)
at the Federal Rural University of the Semi-Arid Region (UFERSA) were evaluated. The strains
had been previously isolated from sediments contaminated by the oil spill that reached
Emanueclas Beach, Tibau, Rio Grande do Norte, Brazil. The isolates were reactivated in Brain
Heart Infusion (BHI) medium and cultivated in Bushnell-Haas mineral medium supplemented
with glycerol and yeast extract as carbon and nitrogen sources, respectively, under salinity
conditions corresponding to their original environment. Biosurfactant production was assessed
using the emulsification index after 24 h (E24), drop-collapse, and oil-spreading assays,
including positive and negative controls to ensure the reliability of the results. The bacterial
isolates exhibited distinct profiles of surface-active and emulsifying activities. Among the
evaluated strains, strain 1.8 showed the most promising performance, with positive, consistent,
and reproducible results in all three screening assays, achieving emulsification indices above
50% and a high oil-displacement capacity, indicating strong potential for biosurfactant
production. In contrast, strain 1.1 exhibited inconsistent results, with activity detected only in
some biological replicates and assays, whereas the remaining isolates did not show evidence of
significant production of surface-active compounds under the experimental conditions
employed. These findings highlight the biotechnological potential of strain 1.8 for future studies
involving optimization of cultivation conditions, production quantification, isolation,
purification, and chemical characterization of the biosurfactants produced, aiming at their
application in the bioremediation of petroleum-contaminated environments. Therefore, this
study contributes to the prospection of microorganisms with biotechnological potential and
reinforces the importance of petroleum-contaminated environments as valuable sources of

biosurfactant-producing bacteria for environmental applications.

Keywords: Biosurfactants. Bioremediation. Petroleum. Hydrocarbons. Biotechnology.
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1. INTRODUCAO

O derramamento de petrdleo representa uma das principais ameagas aos ecossistemas
marinhos e costeiros, em razao dos impactos ecologicos, sociais € econdmicos decorrentes da
liberagdo de grandes quantidades de hidrocarbonetos no ambiente (Abou Samra; Ali, 2024; Li
etal., 2016). A permanéncia desses compostos compromete a biodiversidade, reduz a qualidade
da 4gua e altera significativamente a microbiota nativa, exercendo forte pressao seletiva que
favorece o estabelecimento de microrganismos capazes de utilizar hidrocarbonetos como fonte
de carbono e energia (Lamendella et al., 2014). Esse processo promove o enriquecimento de
comunidades microbianas metabolicamente adaptadas, tornando ambientes contaminados
importantes reservatorios naturais de linhagens com potencial para a produgdo de

biossurfactantes e aplicagcdes em processos de biorremediagao.

Diante desse cenario, a biorremediacdo destaca-se como uma estratégia promissora e
ambientalmente sustentavel para a recuperagdo de areas contaminadas por petroleo, utilizando
microrganismos ou seus metabolitos para promover a biodegradacdo de hidrocarbonetos e
converté-los em compostos menos toxicos por meio de processos metabolicos naturais (Singh
et al., 2022; Alexander, 1994). Entre as principais estratégias empregadas destacam-se o
bioaumento, baseado na introdu¢do de microrganismos previamente selecionados pela elevada
capacidade degradadora, e a bioestimulagdo, que consiste na adicdo de nutrientes capazes de

estimular o crescimento e a atividade metabdlica da microbiota autoctone (Tyagi; Fonseca;

Carvalho, 2011).

Os biossurfactantes sao moléculas anfifilicas produzidas por diferentes microrganismos,
incluindo espécies dos géneros Pseudomonas e Bacillus, que desempenham papel essencial na
biodegradacdo de hidrocarbonetos. Essas moléculas reduzem a tensdo superficial e interfacial
entre as fases aquosa e hidrofobica, favorecem a emulsificagdo e a dispersao dos contaminantes,
aumentam a biodisponibilidade dos hidrocarbonetos, ampliam a area de contato entre o
substrato e as células microbianas e facilitam o acesso enzimatico aos compostos hidrofobicos,

tornando a degradagdo mais eficiente (Youssef et al., 2004).
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Os biossurfactantes apresentam diferentes classes estruturais, destacando-se os
glicolipidios, lipopeptideos e fosfolipidios, cuja composicdo varia conforme a espécie
microbiana e as condigdes de cultivo. Além da elevada eficiéncia na solubilizacdo de compostos
hidrofébicos, apresentam alta biodegradabilidade e baixa toxicidade, constituindo alternativas
promissoras aos surfactantes sintéticos para aplicagdo em processos de biorremediagdao de

ambientes contaminados por petroleo (Qattan, 2025; Karlapudi et al., 2018).

A produgdo dessas moléculas esta diretamente relacionada ao metabolismo microbiano
e ¢ influenciada por fatores como a natureza da fonte de carbono, a disponibilidade de
nitrogénio, a relagdo carbono:nitrogénio (C:N), o pH, a temperatura, a salinidade e a
disponibilidade de oxigénio (Desai; Banat, 1997; Mulligan, 2005). Em ambientes contaminados
por petréleo, hidrocarbonetos frequentemente atuam como indutores desse metabolismo,
embora a produgao de biossurfactantes também possa ocorrer na presenca de fontes hidrofilicas
de carbono, dependendo das caracteristicas fisiologicas da cepa e das condi¢des de cultivo

(Mulligan, 2005; Markande; Patel; Varjani, 2021).

Além de favorecerem a biodegradagdo de hidrocarbonetos, os biossurfactantes
conferem vantagens ecolégicas aos microrganismos produtores, contribuindo para sua
adaptagdo e permanéncia em ambientes contaminados (Ron; Rosenberg, 2001; Liu et al., 2020).
Entre os principais géneros produtores destacam-se Pseudomonas, Bacillus, Rhodococcus,
Acinetobacter ¢ Dietzia, reconhecidos pela produgdo de diferentes classes de moléculas
tensoativas (Banat et al., 2021; Liu et al., 2020). Apesar dos avangos no conhecimento desses
microrganismos, a prospec¢do de novos isolados provenientes de ambientes impactados por
hidrocarbonetos permanece uma estratégia promissora para identificar linhagens com elevado
potencial biotecnologico e contribuir para o desenvolvimento de processos de biorremediagao

mais eficientes e sustentaveis (Markande; Patel; Varjani, 2021).

Os biossurfactantes apresentam grande potencial para aplicagdes ambientais,
especialmente na biorremediacdo de dreas contaminadas por hidrocarbonetos, devido as suas
propriedades tensoativas, elevada biodegradabilidade, baixa toxicidade e estabilidade em
diferentes condi¢des fisico-quimicas (Banat et al., 2021; Liu et al.,, 2020). Na industria
petrolifera, essas moléculas também sdo empregadas na recuperagdo microbiana avangada de
petrdleo (Microbial Enhanced Oil Recovery — MEOR), na limpeza de tanques de

armazenamento e na recuperacao de areas contaminadas (Sharma; Lavania; Lal, 2023).
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Portanto, a prospeccao de microrganismos provenientes de ambientes impactados por
hidrocarbonetos representa uma estratégia promissora para a identificagdo de novos isolados
com potencial biotecnoldgico, contribuindo para o desenvolvimento de processos de

biorremediagdo mais eficientes, sustentaveis e adaptados as condi¢des ambientais.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 O Petroleo

O petroleo ¢ um recurso energético de elevada relevancia para a economia global,
constituindo a principal fonte de energia mundial e uma importante matéria-prima para a
industria petroquimica. Sua ampla utilizacdo, especialmente na forma de combustiveis fosseis,
esta diretamente associada ao desenvolvimento economico ¢ a manutencdo das cadeias
produtivas contemporaneas (Silva et al., 2014). Nesse contexto, embora essencial para o
funcionamento da sociedade moderna, o petroleo e seus derivados figuram entre as principais
fontes de contaminagdo ambiental quando liberados de forma acidental ou inadequada,
representando um desafio significativo para a manutencdo da qualidade dos ecossistemas
(Patowary et al., 2017).

Do ponto de vista geoquimico, o petréleo ¢ originado a partir da transformacgdo da
matéria organica depositada em bacias sedimentares ao longo de milhdes de anos, esse processo
ocorre sob condigdes especificas de pressdo e temperatura, que promovem reagdes fisico-
quimicas e bioldgicas responsaveis pela formagdo de uma mistura complexa de
hidrocarbonetos. Sua composi¢do inclui predominantemente hidrocarbonetos saturados e
aromaticos, além de fracdes menores de compostos contendo heterodtomos como enxofre,
oxigénio e nitrogénio, cuja proporcdo pode variar de acordo com a origem geologica do
reservatorio (Cardoso, 2012). Essas variagdes composicionais influenciam diretamente o
comportamento ambiental do petroleo, incluindo sua persisténcia e degradabilidade em
diferentes ecossistemas.

De acordo com a World Energy Review (2023), em escala global, as reservas de petroleo
estdo distribuidas de forma heterogénea entre as regides produtoras, com predominancia no
Oriente Médio, seguido por América do Sul e América do Norte. Essa distribui¢ao reflete ndo
apenas fatores geoldgicos, mas também historicos e econdmicos associados a exploragdo e
descobertas de novos reservatorios. Além disso, observa-se uma tendéncia recente de
crescimento em paises como Brasil e Estados Unidos, impulsionada por avangos tecnologicos
na exploracdo de reservatdrios ndo convencionais, como o pré-sal e formagdes de xisto. Nesse
cendrio, a concentracdo de reservas em blocos econOmicos como a organizacdo de paises
exportadores de petroleo (OPEP) evidencia o papel geopolitico estratégico do petroleo no

sistema energético global.
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2.2 Contaminacao por petroleo e seus impactos ambientais

A contaminagdo por petroleo em solos e ambientes aquaticos representa um problema
ambiental persistente, especialmente em regides com histérico de exploracdo e producao
petrolifera. Em areas impactadas, podem ser observadas concentragdes elevadas de
hidrocarbonetos totais de petroleo (TPHs), frequentemente acima de limites recomendados para
diferentes usos do solo, o que indica um alto grau de degradagdo ambiental, esses compostos
tendem a apresentar elevada persisténcia no ambiente, favorecendo sua acumulagdo em solos,
sedimentos e corpos d'dgua adjacentes (Gao et al., 2019).

A dinamica de dispersdo desses contaminantes esta associada a processos ambientais
como lixiviagdo e erosdo, que podem facilitar o transporte de hidrocarbonetos para areas
agricolas e sistemas aquaticos proximos, em regides semi-aridas ou com solo exposto, esses
processos podem ser ainda mais intensos, ampliando a area afetada pela contaminacdo. Além
disso, a presen¢a continua de petroleo altera significativamente as propriedades microbianas,
resultando na redu¢do da diversidade e na predomindncia de microrganismos adaptados a
presenca de hidrocarbonetos (Gao et al.,2019).

Em uma perspectiva mais ampla, os derramamentos de petréleo produzem impactos que
vao além do meio ambiente, atingindo dimensdes sociais € econdmicas. Os principais prejuizos
incluem custos elevados de contengdo e remediagdo, perdas em atividades como pesca, turismo
e agricultura, além do comprometimento da seguranca economica de comunidades dependentes
desses recursos naturais. Esses efeitos contribuem para o aumento da vulnerabilidade social e
do desemprego em regides afetadas (Agaton et al., 2023).

Nos ambientes aquaticos, a contaminagdo por hidrocarbonetos afeta diretamente a
biodiversidade e a produtividade dos ecossistemas. Estudos indicam redugao da disponibilidade
de recursos pesqueiros, 0 que impacta a seguranga alimentar € a renda de populagdes
tradicionais, podendo também desencadear processos de migracao e instabilidade social em
comunidades costeiras (Nkodo; Nkeme; Umoh, 2023). Em nivel ecotoxicologico, os
hidrocarbonetos podem afetar organismos marinhos por meio de alteragdes fisiologicas e
imunologicas, comprometendo processos como a fagocitose e aumentando a suscetibilidade a
doencgas em peixes, crustaceos e aves marinhas.

Entre os eventos de grande escala, o derramamento de petroleo da plataforma deepwater
Horizon, ocorrido no Golfo do México em 2010, exemplifica os impactos sistémicos desses
tipos de contaminacdo. Nesse evento, foram observados efeitos ecotoxicologicos relevantes em

diferentes niveis troficos, incluindo alteracdes imunoldgicas em organismos marinhos e elevada
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mortalidade de aves. Além disso, os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs)
contribuiram para a degradacdo da qualidade da agua e dos sedimentos, afetando organismos
bentonicos e ecossistemas costeiros, com impactos também sobre a vegetacao de areas imidas
adjacentes (Barron, 2011; jesus ef al., 2022).

O derramamento de petroleo provoca impactos ambientais de grande magnitude em
ecossistemas marinhos e costeiros, com efeitos que podem se estender por longos periodos. Em
eventos de grande escala, como o ocorridos no Golfo do México, foram observadas alteracdes
significativas em habitats costeiros, incluindo a perda acelerada de zonas imidas. Esse processo
compromete a estabilidade das areas costeiras, reduz a protecdo natural contra eventos
climaticos extremos ¢ afeta diretamente servigos ecossistémicos essenciais, como o sequestro
de carbono ¢ a manuten¢ao da biodiversidade (Lichtveld et al., 2016).

Os impactos também sdo observados em niveis populacionais e fisiologicos da biota
marinha. Espécies de mamiferos marinhos, peixes e invertebrados apresentam aumento da
mortalidade, redu¢do do sucesso reprodutivo e alteragdes fisiologicas associadas a exposicao a
hidrocarbonetos, organismos como golfinhos, ostras, caranguejos e peixes juvenis sao
particularmente sensiveis, podendo apresentar disfungdes cardiovasculares, comprometimento
do desenvolvimento e declinio populacional apoés eventos de contaminacdo (Lichtveld et
al.,2016).

Em uma perspectiva ecoldgica mais ampla, derramamentos de 6leo afetam diferentes
niveis troficos, interferindo desde o plancton até organismos superiores, o que resulta em
desequilibrio nas cadeias alimentares e reducdo da produtividade pesqueira, esses impactos
levam frequentemente ao fechamento de areas de pesca e a interrupcdo de atividades
econOmicas dependentes dos recursos marinhos, evidenciando também a dimensao
socioecondmica desses eventos (Leighton, 1993; Sumaila et al., 2012).

Ecossistemas altamente sensiveis, como manguezais, apresentam danos particularmente
severos devido a sua baixa capacidade de recuperagdo, nesse ambiente, o petrdleo pode
provocar asfixia das raizes, reducao da biodiversidade e comprometimento da produtividade
primaria, com efeitos prolongados associados a persisténcia do contaminante no sedimento e
na coluna d'dgua (Alencar et al., 2016).

A longo prazo, a infiltragdo de hidrocarbonetos em sedimentos resulta em impactos
cronicos sobre comunidades bentonicas, alteragdes nos ciclos biogeoquimicos e redugao da
diversidade biologica, diminuindo a resiliéncia dos ecossistemas afetados. Além disso, a
toxicidade dos compostos presentes no petroleo, especialmente hidrocarbonetos policiclicos

aromaticos, pode induzir efeitos genotoxicos, como mutagdo e alteragcdes no desenvolvimento
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de organismos marinhos, com potenciais consequéncias transgeracionais (Reddy et al., 2002;
Incardona et al., 2015).

Diante desse cendrio, evidencia-se a necessidade de estratégias de monitoramento
continuo e de tecnologias de remediacdo ambiental capazes de minimizar os impactos
ecoldgicos e acelerar a recuperacao dos ecossistemas afetados por derramamentos de petroleo

(EI Moussaoui; Idelhakkar, 20223).

2.3 Derramamentos de petroleo no Brasil e no mundo

Os derramamentos de petroleo representam umas das principais ameacas a
sustentabilidade de ecossistemas marinhos e costeiros, devido a sua ampla extensao espacial,
persisténcia ambiental e multiplos niveis de impacto ecoldgico. Em eventos de grande
magnitude, como o derramamento ocorrido na costa brasileira em 2019, observa-se a
contaminagdo de extensos trechos do litoral, atingindo areas ambientalmente sensiveis,
incluindo unidades de conservagao e habitats de elevada biodiversidade, esse evento resultou
em alteracdes na composicdo das comunidades biologicas, com reducdo da riqueza de espécies
e aumento da dominancia de organismos oportunistas, além da presen¢a de hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos em diferentes niveis tréficos, incluindo corais, moluscos e
tartarugas(Soares;Rabelo, 2023).

No contexto brasileiro, o episddio também evidenciou a complexidade dos chamados
derramamentos de origem desconhecida, os quais dificultam a atribui¢ao de responsabilidade e
podem atrasar agdes de contengdo e recuperagao ambiental. A dispersdao do 6leo ao longo da
costa nordestina afetou diferentes ecossistemas costeiros, como recifes de corais, manguezais €
areas de protecdo ambiental, comprometendo processos ecologicos essenciais como a ciclagem
de nutrientes e a manuten¢do da produtividade primaria. Além disso, andlises ambientais
indicaram a presen¢a de contaminantes persistentes, incluindo hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos e metais potencialmente toxicos, reforcando o carater multifatorial da contaminacao
por petrdleo (Soares et al., 2021).

Em escala global, derramamentos de petréleo também evidenciam fortes impactos
socioecondmicos, especialmente em paises e regides dependentes da pesca e do turismo
costeiro. Esses eventos podem comprometer diretamente a seguranga alimentar, a renda de
comunidades tradicionais e a estabilidade econdmica local. Em casos documentados na Asia,
como derramamentos no Paquistdo e na Coreia do Sul, foram observadas perdas econdmicas
significativas e impactos diretos sobre populacdes costeiras, evidenciando a vulnerabilidade de

sistemas socioecoldgicos frente a acidentes envolvendo petroleo (Correia et al., 2023).
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Além dos impactos econdmicos diretos, esses eventos também apresentam implicagdes
na saude publica e na seguranca ocupacional, especialmente durante agdes de limpeza e
mitigacdo. A exposi¢ao humana a hidrocarbonetos policiclicos aromaticos e outros compostos
toxicos pode representar riscos significativos para trabalhadores e voluntarios envolvidos em
operagdes de respostas, principalmente na auséncia de protocolos adequados de protegao e
monitoramento. Esse cenario refor¢a a necessidade de estratégias integradas de gestdo de
desastres ambientais, como protocolos bem definidos e coordenagdo internacional para

mitigagcdo de impactos.

2.4 Biorremediacao de petroleo e seus derivados

A biorremediagdo consiste em uma estratégia biotecnoldgica sustentavel, empregada
para recuperar ambiente contaminados por petroleo e suas derivadas, utilizando o potencial
metabolico de microrganismos para transformar ou mineralizar compostos toxicos em
substancia menos nocivas ao ambiente (Amorim; Teicera; Salomado, 2025). Esse processo
ocorre principalmente pela acdo de microrganismos capazes de utilizar hidrocarbonetos como
fonte de carbono e energia, promovendo sua transformagdo e degradagdo por meio de vias
metabolicas especificas. A biorremediagdo se destaca como uma alternativa promissora para a
recuperagdo de areas contaminadas por petrdleo, por apresentar menor impacto ambiental e
viabilidade econdmica quando comparada a métodos convencionais de remediagdo fisico-
quimica (Lawniczak et al., 2020).

A eficiéncia desse processo depende da interagdo entre fatores bioldgicos, quimicos e
ambientais. Entre os principais fatores que influenciam esse processo destacam-se a composi¢ao
do contaminante, a biodisponibilidade dos hidrocarbonetos, a disponibilidade de oxigénio e
nutrientes, especialmente nitrogénio e fosforo, as condigdes ambientais como temperatura, pH,
salinidade e caracteristicas do solo ou da agua. Esses parametros interferem diretamente no
crescimento dos microrganismos degradadores e na atividade metabolica envolvida na
transformagdo dos contaminantes, influenciando a eficiéncia da biorremediagao (Das;
Chandran, 2011).

De forma geral, a biorremediagdo pode ocorrer por diferentes abordagens, incluindo a
atenuagdo natural, baseada na degradacdo realizada pelos microrganismos autdctones; a
bioestimulagdo, que consiste na adi¢ao de nutrientes ou aceptores de elétrons para estimular a
microbiota nativa; € o bioaumento, caracterizada pela introdu¢do de microrganismos com
elevada capacidade degradadora em ambientes contaminados (Sayed et al., 2021). A eficacia

da bioestimulag@o foi demonstrada em um dos primeiros casos de aplicagdo em largas escala



23

durante o derramamento de petréleo do Exxon Valdez, no qual a adi¢do de fertilizantes
nitrogenados e fosfatados acelerou significativamente a degradagdo do petrdleo nas areas
costeiras contaminadas (Atlas, 1991).

Embora essas estratégias apresentam resultados promissores, sua eficiéncia pode ser
limitada pela baixa biodisponibilidade dos hidrocarbonetos, especialmente daqueles com
elevada hidrofobicidade. Nesse contexto, destaca-se a utilizacao de biossurfactantes produzidos
por microrganismos, capazes de aumentar a solubilizacdo e disponibilidade desses compostos

para degradagdo, tornando a biorremediagao mais eficiente.

2.3.1 Surfactantes e Biossurfactantes

Surfactantes sdo compostos anfifilicos capazes de reduzir a tensdo superficial e
interfacial entre fases imisciveis (liquido-liquido ou liquido-solido). A tensao superficial, é
definida como energia livre necessaria para aumentar a area superficial de um liquido sendo
responsavel por manter a coesdo entre as moléculas na interface (OCDE 1995) essa forca atua
minimizando a &area superficial do liquido. Esses agentes, sejam sintéticos ou naturais
(biossurfactantes), adsorvem nas interfaces, reduzindo significativamente essa tensdo. Como
consequéncia, promovem processos como emulsificacdo, solubilizacdo e dispersdo de
compostos hidrofébicos em meio aquoso (Christofi; Ivshina, 2002).

Biossurfactantes sdo sintetizados por microrganismos, especialmente sob condigdes
aerobias, mediante a degradacdo enzimatica de substratos carbonatos. Entre esses substratos,
destacam-se carboidratos, hidrocarbonetos, 6leos e gorduras (Pir6llo, 2006).

Os biossurfactantes sdao compostos tensoativos de origem microbiana com estrutura
anfifilica, composta por uma parte hidrofobica e outra hidrofilica. A por¢ao hidrofébica
geralmente inclui dcidos graxos saturados, insaturados ou hidroxilados, enquanto a parte
hidrofilica pode conter mono, di e polissacarideos, aminoacidos, peptideos ou grupos anidnicos,
cationicos. Essa diversidade estrutural permite que estes compostos exibem diferentes
propriedades fisico-quimicas, possibilitando processos como biorremediagdo ambiental,
recuperacdo avangada de petroleo e emulsificacdo de hidrocarbonetos. Dentre os principais
tipos de biossurfactantes identificados destacam-se glicolipidios, fosfolipideos, lipideos
neutros, peptideolipideos e lipopolissacarideos, os quais variam conforme o microrganismo
produtor e as condi¢des do meio de cultivo (Banat, 1995).

Os biossurfactantes apresentam desempenho comparavel e, em muitos casos, superior
ao dos surfactantes sintéticos, especialmente em aplicacdes que exigem baixa toxicidade,

biodegradabilidade e eficiéncia sob condi¢des extremas. Estudos demonstram que compostos
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produzidos por Bacillus, como o biossurfactantes lipopeptideo, sdo capazes de reduzir
significativamente a tensdo superficial da 4gua com baixa concentra¢do, mantendo estabilidade
em diferentes condi¢des ambientais. Além disso, a origem natural e menor agressividade
ambiental tornam os biossurfactantes mais sustentaveis devido a biodegradabilidade, sintese a
partir de matérias-primas renovaveis e de baixo custo, eficiéncia em condigdes extremas de
temperatura, salinidade e pH, além de alta atividade de superficie em baixas concentragdes,
aplicaveis em biorremediagdo e sistemas sensiveis como aquaticos € marinhos (Hazra; Kundu;
Chaudhari, 2015).

A presenga de derivados de petréleo, como o diesel, em ambientes terrestres e aquaticos,
compromete a qualidade da agua e do solo, afetando ecossistemas e dguas subterraneas. Diante
desse desafio, biossurfactantes como a surfactina, produzida por Bacillus subtilis, destaca-se
como agentes eficazes na remedia¢do de solos e aquiferos contaminados. Essa eficiéncia ¢é
particularmente relevante em ambientes imidos ou com dgua retida em poros, onde a surfactina
promove a mobilizagdo de contaminantes. Comprova essa aplicagdo um estudo que utilizou
surfactina produzida a partir de residuos de sisal, essa técnica resultou na remogao de até 80%
de diesel de areia contaminada, reforcando seu potencial para descontaminacao de areas
afetadas por vazamentos de petroleo (Marin ef al., 2015).

Derramamentos de petrdleo em ecossistemas costeiros, como manguezais, representam
sérios riscos ambientais, exigindo estratégias eficazes de remediacdo, entre as abordagens,
destaca-se pelo uso de biossurfactantes, substancias tensoativas produzidas por
microrganismos, esses compostos aumenta a biodisponibilidade dos hidrocarbonetos ao reduzir
a tensdo superficial, facilitando sua emulsificagdo e posterior degradacao, aliados a enzimas
degradadoras, como oxigenases e lacases, os biossurfactantes tornam o processos mais
eficiente, especialmente em sedimentos ricos em matéria organica e com baixa sedimentagao,
destacando-se por sua baixa toxicidade e eficacia em condi¢des ambientais extremas, sao
considerados promissores para aplicacdes sustentdveis em ecossistemas costeiros (Lacerda et
al 2021).

Os biossurfactantes na biorremediagdo de ambiente marinhos contaminados por petrdleo
tem se mostrado uma alternativa eficaz e ecologicamente viavel aos métodos convencionais,
um estudo realizado na costa de Taean, na Coreia do Sul, regido impactada pelo desastre com
o navio Hebei Spirit, demonstrou que bactérias isoladas de sedimentos marinhos apresentaram
capacidade significativa de degradar petroleo bruto, em parte devido a produgdo de
biossurfactantes, as espécies Bacillus algicola, Rhodococcus soli, Isoptericola chiayiensis e

Pseudoalteromonas agarivorans produziram monorramnolipideos e diramnolipideos,
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compostos que atuam na redugdo da tensao superficial e na emulsificagdo de

hidrocarbonetos facilitando sua degradagao, o estudo quantificou uma reducao significativa do
6leo residual. Os resultados confirmaram que o caldo livre de células contendo biossurfactantes
também foi capaz de dissolver o petréleo dos sedimentos (Lee ef al., 2018)

Biossurfactantes lipopeptideos produzidos por Bacillus subtilis tem se destacado na
remediacdo de derramamento de petréleo por sua alta eficacia dispersante e baixa toxicidade
ambiental. Estudos apontam taxas de degradacdo superiores a 70% em dois dias, com
desempenho superior ao de dispersantes quimicos convencionais. Além disso, os lipopeptideos
demonstraram elevada biodegradabilidade e minima toxicidade para organismos aquaticos,
como peixe-zebra e microalgas evidenciando seu potencial como alternativa sustentavel na
resposta a acidentes com petroleo (Feng et al., 2019)

Estudos recentes demonstram que biossurfactantes, como os ramnolipideos,
representam uma alternativa promissora aos dispersantes quimicos no tratamento de
derramamentos de petroleo em ambientes marinhos, evidenciando que em microcosmos
simulando a 4gua superficial do Mar do Norte, os ramnolipideos estimularam

significativamente os efeitos dos dispersantes comerciais Corexit 9500 e Slickgone NS( Lu e?

al., 2023).

2.5.4 Aplicacoes dos biossurfactantes na biorremediaciao de petroleo

As propriedades fisico-quimicas dos biossurfactantes tém favorecido sua aplicacdo em
diferentes estratégias de remediacdo ambiental, principalmente em solos, sedimentos e
ambientes marinhos contaminados por petroleo. Em comparagdo aos surfactantes sintéticos,
esses compostos apresentam menor toxicidade, elevada biodegradabilidade e estabilidade em
amplas faixas de temperatura, salinidade e pH, caracteristicas que ampliam seu potencial de
utilizacdo em ecossistemas ambientalmente sensiveis (Hazra; Kundu; Chadhari, 2015).

Estudos experimentais demonstram que os biossurfactantes produzidos por espécies de
Bacillus, especialmente a surfactina, aumentam significativamente a remocdo de
hidrocarbonetos em solos contaminados ao promoverem a mobilizacdo e a dessorcdo dos
contaminantes. Marin ef al. (2015), por exemplo, verificaram que a surfactina produzida estava
contaminada, evidenciando seu potencial para aplicagdes em processos de descontaminagao.

Resultados semelhantes foram observados em ambientes marinhos contaminados pelo
derramamento do navio Hebei Spirit, na Coreia do Sul. Nesse estudo, bactérias isoladas de

sedimentos marinhos produziram ramnolipidios capazes de reduzir a tensdo superficial,
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emulsificar hidrocarbonetos e aumentar a degradagdo do petroleo bruto, além de promover a
dessor¢do do 6leo aderido aos sedimentos, favorecendo sua biodegradagao (Lee et al., 2018).

Outros estudos também demonstram o potencial dos biossurfactantes como alternativa
aos dispersantes quimicos convencionais. Lipopeptideos produzidos por Bacillus subtilis
apresentaram elevada eficiéncia na dispersao de petroleo, alcangando taxas superiores a 70%
de degradagdo em curto periodo, além de baixa toxicidade para organismos aquaticos, como
peixes e microalgas (Feng et al,, 2019). Da mesma forma, os ramnolipidios mostraram-se
promissores em microcosmos marinhos ao aumentar a eficiéncia de dispersao do petrdleo e
estimular processos de biodegradacdo quando comparados aos dispersantes comerciais
utilizados em derramamentos de oleo (Lu ef al., 2023).

Em conjunto, essas evidéncias demonstram que os biossurfactantes representam uma
alternativa promissora para a recuperagao de ambientes contaminados por petroleo. Além de
favorecerem a biodisponibilidade dos hidrocarbonetos e acelerarem sua biodegradacao, esses
compostos apresentam menor impacto ambiental que dispersantes sintéticos, reforgando seu
potencial para aplicagdes em programas de biorremediagao e justificando a crescente busca por
microrganismos produtores isolados de ambientes naturalmente contaminados por

hidrocarbonetos.
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3. HIPOTESE

Microrganismos isolados de sedimentos marinhos contaminados por petroleo na regiao
do litoral potiguar apresentam potencial para produzir biossurfactantes com atividade tensoativa

e emulsificante.
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4. JUSTIFICATIVA

O aumento na frequéncia de acidentes ambientais envolvendo o derramamento de
petroleo em ecossistemas marinhos tem gerado impactos ecoldgicos e socioecondOmicos
significativos, comprometendo a biodiversidade costeira, os servigos ecossistémicos € a
subsisténcia de comunidades tradicionais, prejudicando diretamente populagdes que dependem
da pesca, do turismo e de outras atividades associadas ao ambiente marinho . Diante da baixa
eficacia e do alto impacto ambiental de métodos fisico-quimicos convencionais de contengao e
remocao de petroleo, cresce o interesse por abordagens biotecnologicas sustentdveis, como a
biorremediagao baseada na atividade de microrganismos degradadores.

Nesse contexto, ¢ necessario ampliar o desenvolvimento de estratégias sustentaveis para
a recuperacao de areas contaminadas por hidrocarbonetos, apesar dos métodos fisicos e
quimicos serem frequentemente empregados na contencdo e remocdo de petrdleo, essas
abordagens podem apresentar limitagdes operacionais, custos elevados e riscos de impactos
ambientais adicionais. Assim os biossurfactantes microbianos destacam-se como ferramentas
promissoras. Esses compostos sao metabodlitos microbianos anfifilicos que reduzem a tensao
superficial e interfacial, promovem a emulsificacdo de hidrocarbonetos e aumentam sua
biodisponibilidade para degradacdo microbiana. A produgdo desses compostos ¢€
frequentemente observada em microrganismos isolados de ambientes contaminados por
derivados do petrdleo, como praias impactadas por derramamentos, onde pressoes seletivas
favorecem linhagens com rotas metabolicas adaptadas a assimilagdo e transformacdo de
compostos hidrofobicos complexos.

Apesar dos avancos obtidos na caracterizagdo de biossurfactantes produzidos por
microrganismos de diferentes ambientes, ainda sdo limitados os estudos voltados a prospecgao
de bactérias isoladas de sedimentos marinhos contaminados por petréleo na regido do litoral
potiguar, restringindo o conhecimento sobre o potencial biotecnologico da microbiota nativa
desses ambientes. A prospeccao e avaliacao da capacidade de produgao de biossurfactantes por
bactérias isoladas de sedimentos marinhos contaminados representam, portanto, uma estratégia
relevante para o desenvolvimento de bioprodutos aplicaveis a mitigagdo de impactos
ambientais. Além disso, tais biossurfactantes podem apresentar maior eficiéncia e estabilidade
em condi¢des ambientais adversas, o que os torna candidatos atrativos para uso em programas
de biorremediagao in situ.

Assim, este projeto visa contribuir para ampliar o conhecimento sobre o potencial

biotecnoldgico da microbiota nativa de ambientes marinhos contaminados por petréleo,



29

fornecendo subsidios cientificos para o desenvolvimento futuro de tecnologias ambientalmente
seguras ¢ de alta eficiéncia voltadas a recuperacdo de areas costeiras impactadas por

hidrocarbonetos.
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5. OBJETIVOS DA PESQUISA

5.1 Objetivo geral

Investigar o potencial de producdo de biossurfactantes por microrganismos obtidos de
sedimentos marinhos contaminados por petroleo no litoral potiguar, visando a identificacao de

isolados com potencial para aplicacao em processos de biorremediagao.

5.2 Objetivos especificos

e Sclecionar microrganismos produtores de biossurfactantes com atividade
emulsificante e capacidade de redugdo da tensdo superficial;
e Caracterizar os biossurfactantes produzidos quanto as suas propriedades tensoativas,

emulsificantes e a capacidade de deslocamento de 6leo.
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6. MATERIAIS E METODOS

Os microrganismos utilizados neste estudo foram isolados a partir de amostras de
sedimentos contaminados com petroleo oriundos do derramamento que atingiu a praia de
Emanuelas, no municipio de Tibau (RN) em 2022 (Layza, 2025). As cepas bacterianas
encontram-se preservadas no Laboratério de Biotecnologia e Microbiologia Ambiental
(LABIOMA), vinculada ao Departamento de Biociéncias da Ufersa.

Inicialmente, os microrganismos foram reativados em um meio liquido Brain Heart
Infusion (BHI), em seguida repicadas para placas de &4gar nutritivo com diferentes
concentragdes de NaCl (sem sal, 1% e 2%) buscando manter as condi¢cdes de salinidade nas
quais as cepas foram isoladas, preservando suas caracteristicas de halotolerancia nativa, e

incubadas por 24 horas na estufa bacterioldgica a aproximadamente 32 °C .

6.2 Selecao de isolados produtores de biossurfactantes

Os isolados bacterianos foram avaliados quanto ao potencial de produgdo de
biossurfactantes por meio de uma etapa inicial de cultivo em condi¢des indutoras, seguida da
realizagdo de ensaios de triagem da atividade tensoativa e emulsificante. A sele¢do foi
conduzida com base em metodologia adaptada de Batista et al. (2006), utilizando-se o meio
mineral Bushnell-Haas (BH) suplementado com fontes de carbono e nitrogénio.
Posteriormente, a atividade dos sobrenadantes das culturas foi avaliada por ensaios especificos
de colapso da gota, espalhamento de 6leo e indice de emulsificagdo. Para o cultivo, foram
utilizados frascos Erlenmeyer de 250 mL, contendo 50 mL de meio de cultivo para cada isolado
bacteriano. Os experimentos foram conduzidos em triplicata bioldgica. O meio mineral BH foi
preparado com a seguinte composi¢ao: 0,20 g-L' de sulfato de magnésio heptahidratado
(MgSO04-7H20), 0,02 g-L* de cloreto de calcio di-hidratado (CaCl.-2H20), 1,00 g-L™' de
fosfato de potassio monobésico (KH2PO4), 1,00 g-L~" de fosfato de potassio dibasico (K2HPO4),
1,00 gL' de nitrato de amdnio (NH4NOs) e 0,05 g-L™' de cloreto de ferro. O meio foi
suplementado com glicerol e extrato de levedura, empregados como fontes adicionais de
carbono e nutrientes, respectivamente. Considerando que os isolados bacterianos foram
originalmente obtidos de sedimentos submetidos a diferentes condi¢cdes de salinidade, a
concentragdo de cloreto de sddio (NaCl) do meio de cultivo foi ajustada individualmente para
cada cepa. Esse procedimento teve como finalidade manter condi¢gdes de cultivo semelhantes
aquelas as quais os microrganismos estavam previamente adaptados e reduzir possiveis efeitos

do estresse osmotico sobre o crescimento celular € o metabolismo microbiano. As
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concentracdes de NaCl empregadas para cada isolado estdo apresentadas no Tabela 1.

Para a suplementacdo do meio de cultivo, preparou-se uma solucdo de extrato de
levedura na concentragdo de 0,05 g-mL™", mediante a dissolugdo de 1,50 g do reagente em 30
mL de 4dgua destilada. Em cada unidade experimental, foi adicionada 1,0 mL dessa solugdo,
correspondendo a uma concentragdo final aproximada de 0,1% (m/v) de extrato de levedura no
meio de cultivo. A solugdo de glicerol foi preparada na concentragdo de 50% (v/v), mediante a
mistura de 12,5 mL de glicerol com 12,5 mL de dgua destilada, totalizando 25 mL de solugao.
Posteriormente, foi adicionada 1,0 mL dessa solugdo a cada unidade experimental,
proporcionando concentragdo final aproximada de 1% (v/v) de glicerol no meio de cultivo.
Antes da inoculagdo, as suspensodes bacterianas foram padronizadas para densidade doptica de
0,1, medida a 600 nm (DOsoo = 0,1). Em seguida, uma aliquota de 1,0 mL de cada suspensao
padronizada foi transferida assepticamente para os respectivos frascos Erlenmeyer contendo o
meio mineral BH suplementado. As culturas foram incubadas em incubadora orbital a 32 °C,
sob agitagcdo de 150 rpm, durante 96 horas, sendo realizadas avaliagdes experimentais a cada
24 horas. Os sistemas experimentais foram entdo incubados sob as condi¢des de temperatura,
agitacdo e tempo previamente estabelecidas para a inducdo da producdo de metabdlitos
extracelulares. Paralelamente, foram preparados controles negativos contendo o mesmo meio
de cultivo e os respectivos suplementos, porém sem a adi¢cao do indculo bacteriano. Os controles
foram submetidos as mesmas condigdes experimentais empregadas para as culturas. Apos o
periodo de incubagdo, as culturas foram submetidas aos ensaios de triagem para avaliagdo da

atividade tensoativa e emulsificante.
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Tabela 1 — Concentracdao de NaCl utilizada no meio de cultivo das cepas bacterianas

Cepa Concentragao de NaCl ne meio (% m/v)
0.1 0
1.1 1
16 1
17 1
1.8 1
2.0 2

Fonte: Elaborado pela autora (2026).

6.3 Emulsificacao

A atividade emulsificante das culturas foi avaliada por meio do indice de emulsificagdo
(E24) conforme Cooper e Goldenberg (1987). Para tanto, foram utilizados 1,0 mL da cultura,
1,0 mL de querosene, como substrato hidrofobico, com 200 pL do corante rosa bengala para
melhor visualizacao dos resultados em tubos de ensaio. Para cada erlenmeyer foram preparados
tubos de ensaio em duplicata contendo volumes iguais do sobrenadante da cultura microbiana,
provenientes do meio indutor. A mistura foi agitada em vortex por 2 minutos e deixada em
repouso por 24 horas em temperatura ambiente. Em seguida, foi calculado E24, utilizando
formula:

E24% = (altura da emulsao/ altura total da mistura) x 100% Eq.(1)

O valor do E24 foi considerado indicativo da estabilidade da emulsdao formada pelo

biossurfactante presente na cultura.

6.4 Colapso da gota

A atividade de reducdo da tensdo superficial foi avaliada por meio do teste de colapso
de gota, conforme Jain ef al. (1991), com adaptacdes. Nesse ensaio 2 pul. de 6leo vegetal foram
adicionados a cada poco de uma placa de 96 pocos. Em seguida, foram adicionados 5 pL da
cultura. Apds 1 minuto, a presenga do colapso de gota foi verificada visualmente, sendo colapso

indicativo da reducdo da tensdo superficial.
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6.5 Espalhamento de 6leo

O teste de espalhamento de oleo foi empregado para avaliar a produgdo de
biossurfactantes por constituir um método qualitativo sensivel para a deteccdo de compostos
tensoativos extracelulares. O protocolo foi realizado adicionando 40 mL de dgua destilada a
superficie de uma placa de petri, seguida de 100 uL de 6leo de soja. Apos 1 minuto para a
estabilizacdo, foi adicionado 35 uL da cultura no centro da placa de petri, para observacao de
um halo de deslocamento do 6leo. O didmetro do halo foi mensurado, com o paquimetro digital,
como indicador da atividade tensoativa da cultura, refletindo sua capacidade de deslocar a
pelicula de dleo presente na superficie aquosa (Youssef et al., 2004).

As cepas que apresentaram colapso da gota evidente, indice de
emulsificacdo E24 2 50% e valores de tensdo superficial positivos

foram consideradas produtoras de biossurfactantes (Willumsen; Karlson, 1997).
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7. RESULTADOS E DISCUSSAO

O desempenho das cepas foi avaliado por meio da determinacdao do indice de
emulsificagao (E24), do teste de colapso da gota e do ensaio de espalhamento de 6leo. O glicerol
foi utilizado como fonte de Carbono, conforme descrito por Miao et al. (2024), que apontam
esse composto como um dos substratos mais promissores em processos fermentativos
destinados a producdao de biossurfactantes, além de apresentar baixo custo e elevada
disponibilidade como coproduto da industria do biodiesel.

Ambientes cronicamente expostos a derramamentos de petrodleo representam uma
importante fonte de bioprospecgdo, pois a pressdo seletiva imposta pelos hidrocarbonetos
favorece o enriquecimento de comunidades microbianas capazes de produzir biossurfactantes
que facilitam a emulsificagdo e aumentam a biodisponibilidade dos hidrocarbonetos,

favorecendo sua posterior degradacdo microbiana (Nikolova & Gutierrez, 2021).

7. 1. Curvas de crescimento bacteriano por densidade optica (DO600)

O monitoramento do crescimento foi realizado para acompanhar a adaptagcdo e o
desenvolvimento das cepas em meio mineral contendo glicerol, uma vez que a produgdo de
biossurfactantes esta frequentemente associada ao crescimento celular e a fase fisiologica dos
microrganismos (Santos et al., 2016). As seis cepas testadas apresentaram perfis de crescimento

variados ao longo de 96 horas de cultivo, conforme ilustrado na Figura 1.
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Figura 1 — Curvas de crescimento das cepas (média + desvio-padrao)
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Fonte: Elaborado pela autora (2026) utilizando Python (Matplotlib).

A andlise das curvas de crescimento, obtidas por meio da determinagdo da densidade
optica a 600 nm (DO600), permitiu comparar a dinamica de crescimento das cepas bacterianas
isoladas de sedimentos contaminados por hidrocarbonetos em meios contendo diferentes
concentracdes de NaCl (0%, 1% e 2%). Os resultados demonstraram diferenca no crescimento
entre os i1solados avaliados.

As curvas de crescimento obtidas por meio da determinacao da densidade optica a 600
nm demonstraram diferencas significativas do comportamento fisioldgico das cepas bacterianas
isoladas de sedimentos contaminados por hidrocarbonetos (Figura 1). De maneira geral, todas
as cepas apresentaram rapido incremento da biomassa durante as primeiras 24 horas de cultivo,
indicando reduzida fase de adaptagao e rapida entrada na fase exponencial, esse comportamento
sugere que os microrganismos estavam metabolicamente aptos a utilizar os nutrientes
disponiveis no meio mineral suplementado com glicerol permitindo elevado a capacidade de
adaptagdo as condigdes de cultivo

O crescimento acelerado observado nas primeiras 24 horas ¢ frequentemente descrito
para bactérias ambientais previamente expostas a ambientes contaminados por hidrocarbonetos.
Nesses ambientes, a pressdo seletiva favorece a populagdo como elevada versatilidade
metabolica, capazes de utilizar diferentes fontes de carbono e de responder rapidamente a
alteracdes ambientais, essas caracteristicas também associadas a producdo de metabolismo

extracelulares envolvidos na assimilagdo de compostos hidrofobicos como biossurfactantes
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(Cabral et al. 2021)

Apoés 48 horas de incubacdo, a maioria das cepas atingiu um platd de crescimento
caracteristico da fase estaciondria, permanecendo com pequenas variacdes até o final do
experimento (96 horas), esse comportamento pode ser aplicado a reducao de disponibilidade de
nutrientes, pelo acimulo de metabdlitos secundarios e pelo aumento da densidade celular,
fatores que limitam a divisdo bacteriana e promove estabelecimento do equilibrio entre o
crescimento e a morte celular

Entre os isolados avaliados, a cepa 1.8 apresentou o maior crescimento durante todo o
periodo experimental, alcangando valores de densidade Optica superiores a 2,3 apos 48 horas e
mantendo a estabilidade até 96 horas, esses resultados indicam elevado a eficiéncia metabdlica
e boa adaptacdo ao meio de cultivo, sugerindo maior capacidade da utilizacao do glicerol como
fonte de carbono. Entretanto as cepas 1.7 e 2.0 apresentaram o crescimento significativamente
inferior aos demais isolados, evidenciado pelos baixos valores de densidade dptica ao longo do
experimento. Este comportamento pode estar relacionado as diferencas genéticas entre isolados,
as distintas capacidades de assimilagdo do substrato ou ainda a menor eficiéncia dos
mecanismos de adaptacao fisiologica as condi¢des impostas pelo cultivo

Ascepas 0.1, 1.1 e 1.6 apresentaram crescimento intermedidrio, embora a cepa 0.1 tenha
mantido valores de densidade Optica proximos de 2,0 ao final do experimento. Observa-se ainda
que as cepas 1.1 e a 1.6 exibiram maior amplitude nas barras de erro a partir de 48 horas de
incubacdo, indicando maior variabilidade entre as réplicas biologicas. Durante a fase
estaciondria, essa variabilidade pode refletir diferencas fisiologicas entre as populacdes
celulares, decorrente da limitagdo nutricional, da heterogeneidade metabolica e do inicio de
processos de morte celular

E importante destacar que elevada biomassa ndo implica necessariamente maior
producdo de biossurfactantes. Diversos estudos demonstram que esses compostos constituem
metabolitos secundarios cuja sintese normalmente ocorre durante a transi¢do entre as fases
exponencial e estacionaria ou ao longo da fase estacionaria, sendo regulada pela disponibilidade
nutrientes, pela relagdo carbono nitrogénio € por mecanismos regular de regulagdo metabdlica
especificos de cada microrganismo. Dessa forma, embora a cepa 1.8 tenha apresentado maior
crescimento celular, sua capacidade de producdo biossurfactante deve ser confirmada por
ensaios especificos como indice de emulsificacdo (E24), redug¢do da tensao superficial e teste

de colapso da gota.
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As diferentes condigdes de NaCl foram mantidas durante todo o experimento porque
correspondem as condigdes utilizadas no isolamento e na manutengdo das cepas, estabelecidas
de acordo com a salinidade do local de coleta das amostras, dessa forma buscou-se preservar as
condi¢des de adaptagdes fisiologicas de cada isolado durante o cultivo, ndo sendo possivel
atribuir as diferencas de crescimento exclusivamente a concentracdo de NaCl, os resultados
refletem o comportamento de isolados distintos sob suas condi¢des de cultivo, sendo
necessarios experimentos adicionais, nos quais uma mesma cepa seja cultivada em diferentes
concentracoes salinas para avaliar especificamente o efeito da salinidade sobre o crescimento e
o metabolismo.

A inclusdo de controles negativos, meios estéreis sem inocula¢do bacteriana, constitui
etapa importante em estudos de crescimento microbiano, visando verificar a ocorréncia de
contaminagdo cruzada e garantir a confiabilidade dos resultados. Os controles foram

monitorados paralelamente aos tratamentos inoculados em todas as condigdes testadas.

7. 2. Avaliagao da Producio de Biossurfactantes pelo Teste de Colapso da Gota

O teste de colapso da gota foi empregado para avaliar qualitativamente a presenca de
compostos com atividade tensoativa produzidos pelas cepas bacterianas ao longo do cultivo.
Considerando o perfil de crescimento previamente apresentado, os resultados desse ensaio
foram interpretados em funcdo das diferentes fases do crescimento microbiano.

Como cada cepa foi cultivada na concentragao de NaCl utilizada durante seu isolamento,
a auséncia de atividade tensoativa ndo pode ser atribuida exclusivamente ao efeito da salinidade.
Esses resultados sugerem que a producdo de biossurfactantes depende de caracteristicas
fisioldgicas inerentes a cada isolado e das condi¢des de cultivo empregadas. Nesse sentido,
diversos fatores, como a natureza da fonte de carbono, a disponibilidade de nitrogénio, a relacao
carbono:nitrogénio (C:N), o pH, a temperatura e o tempo de incubagdo, sao reconhecidos por
influenciar significativamente a sintese desses compostos (Abouseoud et al., 2008; Almansoory
etal., 2017).

Em contraste, a cepa 1.8 apresentou resultado positivo no teste de colapso da gota desde
as primeiras 24 horas de cultivo, mantendo atividade positiva durante todo o periodo
experimental. Esse comportamento indica que compostos com atividade tensoativa ja estavam
presentes durante a transi¢do entre a fase lag e a fase exponencial, permanecendo detectaveis
até a fase estacionaria. Embora a produ¢do de muitos biossurfactantes esteja associada ao
metabolismo secundério e seja frequentemente intensificada na fase estaciondria, diversos

microrganismos podem iniciar sua sintese ainda durante a fase exponencial quando as condi¢des
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nutricionais sdo favoraveis. Esse comportamento ja foi descrito para diferentes bactérias
produtoras de biossurfactantes e demonstra que a produgdo desses compostos ndo estd
necessariamente restrita a fase estaciondria. Além disso, o teste do colapso da gota constitui
uma importante ferramenta de triagem para identificacao preliminar de isolados com atividade
biossurfactante, conforme destacado por Jain et al. (1991) e Viramontes-Ramos et al. (2010).

Por outro lado, a cepa 1.1 apresentou resultados inconsistentes no teste do colapso da
gota, evidenciados pela baixa reprodutibilidade entre as repetigdes experimentais. Apenas o
frasco C apresentou resultado positivo, principalmente nos tempos de 48 e 72 horas,
correspondentes ao final da fase exponencial e inicio da fase estaciondaria, enquanto os frascos
A e B permaneceram negativos. Em algumas avaliagcdes observou-se, inclusive, divergéncia
entre as duplicatas, com uma repeti¢do positiva e outra negativa. Esse comportamento sugere
que a concentracao de compostos com atividade tensoativa encontrava-se proxima ao limite de
deteccao do método, resultando em respostas variaveis entre as repeticdes. De acordo com Jain
et al. (1991) e Bodour e Miller-Maier (1998), a sensibilidade do teste do colapso da gota
depende diretamente da concentracdo dos compostos tensoativos presentes no sobrenadante,
podendo ocorrer respostas inconsistentes quando a producao ¢ reduzida.

Adicionalmente, observou-se que o frasco C apresentou coloragdo rosada, enquanto os
frascos A e B mantiveram coloragdo esbranqui¢ada durante o cultivo. Embora essa alteracao
visual possa estar relacionada a produgdo de metabolitos especificos ou a diferencas fisiologicas
entre as culturas, sua origem ndo foi investigada neste estudo, sendo necessarios ensaios
adicionais para esclarecer sua possivel relacdo com a atividade tensoativa observada.

De forma geral, os resultados do teste do colapso da gota indicaram que apenas a cepa
1.8 apresentou atividade tensoativa consistente durante todo o periodo de cultivo, enquanto a
cepa 1.1 exibiu atividade limitada e pouco reprodutivel. As demais cepas ndo apresentaram
atividade detectavel nas condi¢des experimentais avaliadas. Ressalta-se que o teste do colapso
da gota constitui um método de triagem qualitativa e, isoladamente, ndo confirma a producao
de biossurfactantes, devendo seus resultados ser interpretados em conjunto com ensaios
complementares, como o indice de emulsificacdo (E24) e o teste de espalhamento de 6leo,

utilizados neste estudo para fortalecer a interpretacao dos resultados.
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7. 3. Avaliacio da Atividade tensoativa pelo Teste de Espalhamento de Oleo

O teste de espalhamento de 6leo foi utilizado para avaliar qualitativamente a atividade
tensoativa dos sobrenadantes obtidos durante o cultivo das cepas bacterianas. Os resultados
(Tabela 2) evidenciaram diferengas marcantes entre os isolados quanto a capacidade de produzir

compostos com atividade surfactante.

Tabela 2 — Didmetro do halo de espalhamento de 6leo (mm) das cepas bacterianas em

diferentes tempos de incubagdo

Cepa 24h 4% h 7lh 96h

0.1 - - . -

2.0 - - - -

1.6 - - - -

1.7 ; ; ; 10,68 + 3,06 (2/3)

1.8 56,36=24,11(3/3)  35820=835(3/3) 80,75+ 566(3/3) 72,55 12,08 (3/3)

1.1 36,29 (1/3) 46,50 = 34,56 (/3) 23,78 = 7.67 (2/3) -

Controle positivo

5 7 7
(Lauril 63,86 60 34 60 47 16,62

Fonte: Elaborado pela autora (2026) utilizando Python (Matplotlib).

Nota: Valores expressos como meédia = desvio-padrao (n = 3). Os valores entre

parénteses indicam o numero de réplicas positivas em relacdo ao total de ensaios realizados.

As cepas cultivadas 0.1 e 2.0 ndo apresentaram formacdo de halo em nenhum dos
tempos avaliados (24, 48, 72 e 96 horas), indicando auséncia de atividade tensoativa detectavel
nas condi¢des experimentais empregadas. Considerando que ambas apresentaram crescimento
celular, esses resultados reforcam que o aumento da biomassa, isoladamente, ndo constitui
evidéncia da producdo de biossurfactantes. Conforme descrito por Abouseoud et al. (2008), a
sintese desses compostos ¢ fortemente influenciada pelas condi¢des de cultivo, incluindo a
composicao do meio, a natureza da fonte de carbono, a disponibilidade de nitrogénio e a relacdo

carbono:nitrogénio (C:N). De forma semelhante, Youssef et al. (2004) demonstraram que
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diferentes microrganismos podem apresentar elevado crescimento celular sem produzir
quantidades detectaveis de compostos tensoativos, evidenciando que essa caracteristica
depende do metabolismo especifico de cada cepa.

Entre os isolados cultivados em 1.1, observou-se elevada variabilidade na atividade
tensoativa. A cepa 1.8 destacou-se por apresentar halos de espalhamento expressivos desde as
primeiras 24 horas de cultivo, mantendo atividade elevada durante todo o periodo experimental.
Em alguns ensaios, os halos ultrapassaram 80 mm, aproximando-se ou até superando aqueles
observados para o controle positivo contendo lauril sulfato de s6dio, conforme apresentado na
Figura 2. Esses resultados corroboram os obtidos no teste do colapso da gota, no qual essa cepa
também apresentou atividade tensoativa consistente ao longo de todo o cultivo. A manutencao
dessa atividade em diferentes tempos de incubagdo sugere elevada capacidade de produzir
compostos com propriedades surfactantes ao longo do crescimento, tornando a cepa um dos
isolados mais promissores para estudos posteriores de produ¢do de biossurfactantes. Embora o
teste de espalhamento de 6leo seja qualitativo, halos de grande didmetro sdo frequentemente
associados a maior capacidade de reducdo da tensdo interfacial, reforcando o potencial

biotecnoldgico desse isolado (Youssef ef al., 2004).

Figura 2— Teste de espalhamento de 6leo realizado em placa de Petri

Fonte: Elaborado pela autora (2026).

Entre os isolados cultivados na condi¢do contendo 1.1, a cepa 1.8 apresentou o maior
potencial para produc¢do de compostos com atividade tensoativa. Halos de espalhamento
expressivos foram observados desde as primeiras 24 horas de cultivo e permaneceram elevados
durante todo o periodo experimental. Em diversos ensaios, os diametros dos halos foram
semelhantes ou superiores aos obtidos para o controle positivo contendo lauril sulfato de sodio,

evidenciando elevada capacidade de redugdo da tensdo interfacial. Esses resultados corroboram
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aqueles observados no teste do colapso da gota, reforcando o elevado potencial biossurfactante
desse isolado.

Paralelamente, a cepa 1.8 apresentou rapido crescimento nas primeiras 24 horas,
alcancando valores de densidade Optica superiores a 2,2 e mantendo estabilidade até¢ 96 horas
de cultivo. A detec¢do de atividade tensoativa desde o inicio do crescimento, associada a
manutengdo dessa atividade ao longo do cultivo, sugere que a produgdo de compostos
surfactantes ocorreu concomitantemente ao crescimento celular. Comportamento semelhante
foi descrito por Yaraguppi et al. (2020) para Bacillus aryabhattai ZDY?2, cuja produgao de
biossurfactantes foi detectada apds 24 horas de cultivo, atingindo valores maximos no quarto
dia de fermentagdo. Naquele estudo, os autores observaram um padrao de producao associado
ao crescimento celular, caracterizando-o como um metabdlito associado ao crescimento
(metabolito primdrio), cuja produgdo continua favorece a utilizagdo do substrato, aumenta sua
biodisponibilidade e contribui para a manutencdo do crescimento microbiano. Embora o
presente trabalho ndo tenha quantificado diretamente a concentracdo de biossurfactantes nem
determinado parametros cinéticos de producao, os resultados obtidos sdo compativeis com esse
comportamento, cuja confirmag¢ao requer analises quantitativas adicionais.

A cepa 1.6 apresentou comportamento distinto. Apesar de atingir elevadas densidades
Opticas, superiores a 2,0, a atividade tensoativa foi detectada apenas apds 96 horas de cultivo,
sugerindo producao tardia de compostos surfactantes. Esse perfil ¢ compativel com relatos da
literatura que descrevem aumento da producdo de biossurfactantes durante a transi¢cdo para a
fase estacionaria ou nessa fase do crescimento microbiano (Khan et al., 2024).

A cepa 1.7 também apresentou atividade detectavel somente apds 96 horas, porém com
halos substancialmente menores que os observados para a cepa 1.8. Embora tenha apresentado
crescimento gradual durante todo o periodo experimental, sua reduzida atividade tensoativa
indica que o aumento da biomassa ndo foi acompanhado por elevada produ¢do de compostos
surfactantes.

A cepa 1.1 apresentou o comportamento mais varidvel entre os isolados. Halos de
espalhamento foram observados em alguns frascos entre 24 e 72 horas, porém nenhuma
atividade foi detectada ap6s 96 horas. Esse resultado sugere produgado limitada ou concentragdes
de compostos tensoativos proximas ao limite de detec¢do do método. Adicionalmente, a
reducdo da densidade Optica observada em parte dos cultivos apds 48 horas pode refletir
alteracOes fisiologicas associadas a fase estacionaria ou ao inicio do declinio populacional,
fatores que podem influenciar a produgdo ou a estabilidade dos compostos surfactantes

presentes no sobrenadante.
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De modo geral, os resultados demonstram que os isolados apresentaram perfis
distintos de produgdo de compostos com atividade tensoativa, mesmo quando cultivados sob
condi¢des experimentais padronizadas. Essas diferencas provavelmente refletem caracteristicas
fisiologicas intrinsecas de cada cepa e evidenciam a variabilidade metabodlica existente entre
microrganismos isolados de um mesmo ambiente contaminado. Em conjunto com os resultados
do teste do colapso da gota, o ensaio de espalhamento de 6leo identifica a cepa 1.8 como o
isolado mais promissor para estudos posteriores de caracterizagdo e quantificagdo de

biossurfactantes.

7. 4 Avaliacio da Indice de emulsificacio Teste de E24

O indice de emulsificacdo apds 24 horas (E24) foi utilizado para complementar a
avaliagdo da atividade surfactante das cepas, estimando a capacidade dos metabdlitos
produzidos em formar e manter emulsdes estaveis entre fases aquosa e hidrofébica (Cooper,

1987). Os resultados obtidos para as cepas selecionadas estdo apresentados na Figura 3.

Figura 3 — Indice de emulsificagdo (E24) das cepas bacterianas ao longo do periodo

experimental
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Fonte: Elaborado pelo autor (2026).

Entre os isolados avaliados, a cepa 1.8 apresentou o comportamento mais consistente
quanto a capacidade emulsificante. Nas primeiras 24 horas de cultivo, uma das repetigoes
apresentou indice de emulsificacdo superior a 50%, enquanto as demais variaram entre

aproximadamente 25% e 32%. A partir de 48 horas, observou-se maior uniformidade entre as
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repetigdes biologicas, com indices proximos de 50%, mantendo-se relativamente estaveis até
96 horas, quando os valores variaram entre aproximadamente 53% e 57%. Essa estabilidade
indica que a cepa produziu compostos capazes de formar emulsdes persistentes durante todo o

periodo experimental.

A interpretagdo desses resultados torna-se mais robusta quando considerada em
conjunto com os ensaios de colapso da gota e espalhamento de 6leo. A cepa 1.8 apresentou
resultados positivos nos trés testes, evidenciando um padrao consistente de atividade tensoativa
e emulsificante compativel com a producao de biossurfactantes. Enquanto o teste do colapso da
gota indicou a presenca de compostos capazes de reduzir a tensdo superficial, o ensaio de
espalhamento de o6leo demonstrou elevada capacidade de reducdo da tensdo interfacial
6leo/dgua, e o indice de emulsificacdo confirmou a capacidade desses metabolitos em formar e
estabilizar emulsdes. A concordancia entre metodologias que avaliam propriedades fisico-
quimicas distintas fortalece a evidéncia experimental obtida, reduzindo a possibilidade de
interpretagdes baseadas em resultados isolados e justificando a utilizagdo combinada destes
ensaios na triagem de microrganismos produtores de biossurfactantes.

Outro aspecto relevante foi a comparacao com o controle positivo contendo lauril sulfato
de sodio (LSS). Embora os indices de emulsificagdo da cepa 1.8 tenham permanecido
ligeiramente inferiores aos do surfactante sintético durante grande parte do cultivo, essa
diferenca reduziu-se progressivamente, de modo que, ao final do experimento, a eficiéncia
emulsificante atingiu aproximadamente 98% do valor observado para o controle. Considerando
que o LSS ¢ um surfactante sintético de elevada eficiéncia amplamente utilizado como
referéncia em ensaios dessa natureza, esse resultado evidencia o elevado potencial
biotecnoldgico da cepa 1.8, corroborando os resultados obtidos nos testes de espalhamento de

6leo e colapso da gota.
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Figura 4 — Ensaio de indice de emulsificagao (E24): (a) resultado positivo (Cepa 1.8);

(b) controle positivo; e (c) controle negativo.

: | .

3
{

-

Fonte: Elaborado pelo autor (2026).

A cepa 1.1 apresentou comportamento distinto. Embora indices elevados de
emulsificagdo tenham sido registrados em uma das repetigdes biologicas, alcangando
aproximadamente 70%, essa resposta ndo foi reproduzida nos demais cultivos. A baixa
reprodutibilidade dos resultados impossibilita afirmar que essa cepa apresenta producao
consistente de compostos emulsificantes nas condigdes avaliadas. Durante o cultivo, observou-
se ainda alteragdo fenotipica em um dos Erlenmeyers, caracterizada pelo desenvolvimento de
coloracdo rosada, enquanto os demais permaneceram com coloragdo esbranquigcada. Essa
diferenca pode refletir alteracdes fisiologicas da cultura ou eventual contaminagdo do cultivo;
entretanto, na auséncia de analises microbioldgicas, bioquimicas ou moleculares
complementares, ndo ¢ possivel estabelecer qualquer relagdo entre essa altera¢do e a produgao
de compostos com atividade emulsificante. Dessa forma, os elevados valores de E24 observados

exclusivamente nessa repetigao devem ser interpretados com cautela.

A cepa cultivada sem adicdo de sal (0.1), apresentou os menores indices de
emulsificacdo entre todos os isolados avaliados, variando aproximadamente entre 19% e 37%.
Esses valores permaneceram inferiores ao controle positivo durante todo o periodo
experimental e foram acompanhados por resultados negativos nos ensaios de espalhamento de
6leo e colapso da gota. Em conjunto, esses resultados indicam auséncia de atividade surfactante
detectavel nas condi¢des experimentais empregadas. Contudo, essa auséncia ndo permite
concluir que a cepa seja incapaz de produzir biossurfactantes, uma vez que os ensaios utilizados

constituem métodos de triagem qualitativa ou semiquantitativa, cuja resposta depende da
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concentracdo e das propriedades fisico-quimicas dos compostos produzidos (Twigg et al.,
2021). Assim, a producdo de biossurfactantes em concentragdes inferiores ao limite de deteccao
dos métodos empregados ndao pode ser descartada, sendo recomendaveis analises

complementares para confirmagdo desse potencial.

Tabela 3 — Porcentagem do indice de E24 contra diferentes cepas em func¢io do

tempo
Cepa 24h 48 h T2h 96 h
1.6 - - -
2.0 - - -
1.7 - - -
1.8 3?,0?;31}?.15 50,70 £ 0,54 (3/3) 5184+115(3/3) 5994 +0,74(3/3)
1.1 65,45 (1/3) 65,45 (1/3) - 54,52 (1/3)
0.1 2972 £ 5,35 (2/3) 2893 (1/3) 20,53 (1/3) 52,91 (1/3)
Controle positivo 55,80 53,85 60,40 56,08

Fonte: Elaborado pelo autor (2026).

Os valores, apresentados na Tabela 3, correspondem a média das duplicatas técnicas de
cada Erlenmeyer, para as cepas com mais de um Erlenmeyer positivo, os resultados sao
apresentados como média + desvio-padrao das médias obtidas para as triplicatas biologicas
positivas. Os valores entre parénteses indicam o nimero de Erlenmeyers positivos em relacdao
ao total de trés avaliados.

Os ensaios de indice de emulsificagdo (E24), espalhamento de 6leo e colapso da gota
sdao amplamente empregados como métodos de triagem para a detec¢do de biossurfactantes, por
serem rapidos, de facil execu¢do e apresentarem elevada sensibilidade para indicar a presenca
desses compostos tensoativos, entretanto, seus resultados podem ser influenciados tanto pela

concentragdo quanto pela natureza quimica do biossurfactante produzido (Satpute et al., 2010).
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. Dessa forma, resultados negativos nao excluem completamente a capacidade de produgao
dessas moléculas, uma vez que o microrganismo pode sintetiza-las em concentracdes inferiores
ao limite de detec¢do dos ensaios. Assim, analises complementares podem fornecer uma
avaliacdo mais abrangente do potencial biossurfactante da cepa.

Outro aspecto que merece destaque refere-se a influéncia da fonte de carbono utilizada
no cultivo. Todas as cepas foram cultivadas em meio Bushnell-Haas suplementado com glicerol
e extrato de levedura, sob as mesmas condi¢des experimentais. Apesar dessa padronizacao,
apenas parte dos isolados apresentou atividade emulsificante significativa, indicando que a
resposta metabolica depende das caracteristicas fisiologicas de cada cepa. A literatura
demonstra que a natureza da fonte de carbono constitui um dos principais fatores reguladores
da biossintese de biossurfactantes, influenciando tanto o rendimento quanto a composicao
quimica dessas moléculas (Mohanty ef al., 2021).

O glicerol representa uma fonte de carbono hidrofilica amplamente empregada na
producdo de biossurfactantes devido ao seu baixo custo, elevada disponibilidade e facil
assimilagdo por diversos microrganismos (Sarubbo et al, 2022). Entretanto, por ser
completamente miscivel em agua, sua utilizagdo ndo exige mecanismos que aumentem a
biodisponibilidade do substrato. Em contraste, hidrocarbonetos e outros compostos
hidrofébicos apresentam baixa solubilidade em meio aquoso, podendo induzir, em diversas
espécies microbianas, a produgdo de biossurfactantes como estratégia para reduzir a tensao
interfacial e facilitar a assimilacdo desses substratos (Adetunju ef al., 2021). Considerando que
as cepas avaliadas foram isoladas de sedimentos contaminados por petrdleo, ¢ plausivel supor
que algumas delas estejam fisiologicamente adaptadas a utilizagdo de hidrocarbonetos como
principal fonte de carbono. Dessa forma, o uso exclusivo de glicerol pode ndo ter representado
a condi¢do mais favoravel para induzir a expressdo dos genes envolvidos na biossintese de
biossurfactantes em determinados isolados. Entretanto, como apenas essa fonte de carbono foi
avaliada, essa hipotese devera ser investigada em estudos futuros.

E importante destacar que, embora frequentemente empregados de forma
conjunta, os ensaios de colapso da gota, espalhamento de 6leo e indice de emulsificacdo avaliam
propriedades distintas dos metabolitos produzidos. Os testes de colapso da gota e espalhamento
de oleo estdo relacionados principalmente a capacidade de reduzir a tensdo superficial e
interfacial, enquanto o indice de emulsificacdo avalia a capacidade de formar e estabilizar
emulsoes entre fases aquosa e hidrofobica. Consequentemente, respostas divergentes entre esses
ensaios nao representam, necessariamente, inconsisténcias experimentais, mas podem refletir

diferengas nas propriedades fisico-quimicas dos compostos produzidos por cada isolado.
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(Youssef et al., 2004).

De maneira geral, a andlise integrada dos trés ensaios evidencia que a cepa 1.8
apresentou o desempenho mais consistente entre todos os isolados avaliados. Essa cepa
apresentou atividade positiva no teste do colapso da gota, elevados halos no ensaio de
espalhamento de 6leo e indices de emulsificacdao elevados e estdveis durante todo o periodo
experimental. A concordancia entre metodologias que avaliam propriedades complementares
da atividade surfactante confere maior robustez a interpretagdo dos resultados e reduz a
probabilidade de respostas falso-positivas.

Embora os resultados obtidos ndo permitam confirmar a natureza quimica dos
compostos produzidos, o desempenho consistente da cepa 1.8 constitui forte evidéncia
experimental de elevada atividade surfactante nas condigdes de cultivo empregadas. Esse
isolado apresenta, portanto, elevado potencial para estudos posteriores de otimizacao do
processo fermentativo, quantificagdo da producao, isolamento, purificagdo e caracterizagao
estrutural dos metabodlitos produzidos. Essas etapas sdo essenciais para confirmar a produgao
de biossurfactantes, determinar sua classe quimica e avaliar propriedades como reducdo da
tensdo superficial, estabilidade fisico-quimica e potencial de aplicagdo em processos de

biorremediacao e biodegradagdo de hidrocarbonetos.
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8. 0. CONSIDERACOES FINAIS

O derramamento de petrdleo representa um dos principais desafios ambientais da
atualidade, tornando necessaria a busca por alternativas sustentaveis para a recuperagao de areas
contaminadas. Nesse contexto, a prospeccdo de microrganismos capazes de produzir
biossurfactantes constitui uma estratégia promissora para o desenvolvimento de tecnologias
aplicadas a biorremediacdo. Assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial de
cepas bacterianas previamente isoladas de ambientes impactados por derramamentos de
petroleo para a producao de compostos com atividade tensoativa e emulsificante por meio de
diferentes ensaios de triagem.

Os resultados obtidos permitiram atingir o objetivo proposto, evidenciando diferengas
entre os isolados quanto ao crescimento em meio mineral Bushnell-Haas suplementado com
glicerol e ao potencial de producdo de compostos com atividade superficial. Entre as cepas
avaliadas, a cepa 1.8 destacou-se por apresentar resultados positivos nos ensaios de colapso da
gota, espalhamento de oOleo e indice de emulsificagdo (E24), indicando maior potencial
biossurfactante nas condi¢des experimentais empregadas. Em contrapartida, as demais cepas
apresentaram respostas ausentes ou inconsistentes entre os ensaios realizados, evidenciando a
variabilidade metabolica existente entre os isolados.

Os resultados demonstraram que o crescimento bacteriano ndo esteve necessariamente
associado a producdo de compostos com atividade superficial, evidenciando que a expressao
desse metabolismo depende das caracteristicas fisiologicas de cada microrganismo e das
condi¢des de cultivo empregadas. A analise dos ensaios revelou que a cepa 1.8 apresentou
elevada atividade tensoativa, comprovada pelos resultados consistentes nos testes de colapso da
gota e espalhamento de dleo, indicando eficiente redug¢do da tensdo superficial e interfacial e
elevada capacidade de deslocamento da pelicula de dleo, essa mesma cepa apresentou elevados
indices de emulsificagdo, demonstrando também capacidade de formar emulsdes estaveis.
Entretanto, os demais isolados apresentaram atividade ausente, tardia ou inconsistente entre os
diferentes ensaios, reforcando a variabilidade metabdlica existente entre as cepas avaliadas.
Dessa forma, a auséncia de atividade detectavel em alguns isolados ndo permite concluir que
sejam incapazes de produzir biossurfactantes, mas apenas que, nas condi¢des experimentais
adotadas, esses compostos nao foram produzidos ou ndo atingiram concentragdes suficientes
para serem detectados pelos métodos de triagem empregados. concluir que essas cepas sejam
incapazes de produzir biossurfactantes, mas apenas que as condi¢des experimentais adotadas

podem nao ter sido favoraveis para a sua produgdo em niveis detectaveis pelos métodos de
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triagem utilizados.

Como limitacdo deste estudo, destaca-se que a avaliacdo foi baseada em ensaios
qualitativos e semiquantitativos, adequados para a triagem inicial de microrganismos
produtores de biossurfactantes, mas insuficientes para confirmar a natureza quimica e
quantificar os compostos produzidos. Assim, os resultados obtidos representam uma etapa
inicial na prospecc¢do de cepas com potencial biotecnoldgico.

Dessa forma, recomenda-se que estudos futuros contemplem a otimizagao das condig¢des
de cultivo, a avaliagao de diferentes fontes de carbono e de nitrogénio, a quantificagdo da
producao de biossurfactantes, a determinacao da redugdo da tensao superficial, bem como o
isolamento, a purificacdo e a caracterizagdo estrutural dos metabolitos produzidos. Essas
abordagens permitirdo confirmar o potencial biossurfactante da cepa selecionada e ampliar o
conhecimento sobre os mecanismos envolvidos em sua producao.

Em sintese, os resultados obtidos demonstram que ambientes contaminados por petroleo
constituem importantes reservatdrios de microrganismos com potencial biotecnoldgico para a
producdo de biossurfactantes. Dentre os isolados avaliados, a cepa 1.8 apresentou o
desempenho mais promissor nas condi¢des experimentais adotadas, configurando-se como uma
candidata para estudos posteriores voltados ao desenvolvimento de processos sustentaveis de
producao de biossurfactantes e a aplicagdo em estratégias de biorremediacdo de areas

contaminadas por hidrocarbonetos.
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