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INTRODUCAO

O avango tecnologico, especialmente no setor automobilistico, intensificou a demanda por
petroleo e seus derivados, aumentando sua extragdo e transporte. Esse processo tem
contribuido para a contaminagdo de solos e 4dguas subterraneas, devido a toxicidade e ao
potencial mutagénico dos hidrocarbonetos (Seo et al., 2009). Diante desse cenario, cresce o
interesse por alternativas que favorecam a degradagdo microbiana de poluentes, como o uso
de compostos surfactantes. Embora amplamente utilizados em diversos setores industriais e
domésticos, os surfactantes sintéticos apresentam limitacdes como baixa biodegradabilidade
e elevada toxicidade (Ostendorf et al., 2019; Silva et al., 2022; Aparna; Srikethan; Smitha,
2011). Por isso, os biossurfactantes — produzidos por microrganismos — tém ganhado
destaque por sua baixa toxicidade, alta biodegradabilidade e estabilidade em diferentes
condi¢des ambientais (Guzman; Ortega; Rubio, 2024). Sua aplicagdo ¢ promissora em areas
como biorremediacdo, agricultura, cosméticos, alimentos e farmacos. Em especial, o uso de
biossurfactantes na biorremediagdo de ambientes contaminados por derivados de petroleo se
mostra estratégico, considerando que postos de combustiveis sdao fontes recorrentes de
poluicao por vazamentos e residuos (Campos et al., 2017). Apesar das exigéncias legais
brasileiras para monitoramento e remediagao, a persisténcia da polui¢do reforga a necessidade
de solugdes mais eficazes, como o uso de biossurfactantes. Alguns microrganismos assim
como as bactérias lacticas representam um grupo de microrganismos que apresentam
potencial de atuarem como produtoras de biossurfactante. Assim o objetivo dessa pesquisa €
estimular a produgdo biotecnoldgica de biossurfactante por bactérias lacticas oriundas do
semidrido baiano a partir de meios sintéticos e soro de leite como substratos de baixo custo
com o intuito de utiliza-los na biorremediagdo de solos contaminados por derivados de
petroleo.

MATERIAL E METODOS


http://lportellasa@gmail.com

Padronizacio do indculo

As cepas bacterianas selecionadas — H1 (Lactobacillus rhamnosus), R2 (Enterococcus
faecalis) e TOMO09 (Enterococcus faecium) — foram retiradas do banco de microrganismos
do LAMASP. Os inoculos foram padronizados a 1,5. 108 UFC/ mL e adicionados na
proporcao de 10% (v/v) em 3 diferentes meios de cultivo: meio 1 - (Caldo MRS), meio 2-
(soro de leite 10%, sacarose 1% e extrato de levedura 1,5%) e meio 3( (soro de leite 10%,
sacarose 1%, extrato de levedura 1,5% e oleo diesel 1%). Os meios contendo os indculos
form[am incubado em shaker a 120rpm e 35°C, por 5 dias. As andlises foram feitas em

triplicata.

Rendimento de biomassa e biossurfactante

O meio apds fermentagdo foi centrifugado e a biomassa foi seca e quantificada por pesagem.
A recuperagdo do biossurfactante foi realizada por acidificagdo do sobrenadante (pH 2), por
24 horas, centrifugacdo e secagem do residuo em estufa.

Coeficiente de emulsificacao

A atividade emulsificante utilizando tubos com 6 mL de o6leo diesel e 4 mL de meio
fermentado. Apods agitagao em vortex por 2 minutos, foi medida a altura da emulsdo. O indice
foi calculado pela razao entre a altura da emulsdo e a altura total da mistura. Tubos com Tween
20 (Polissorbato 20) foram utilizados como controle positivo.A leitura foi realizada nos
tempos 0 (E0) e 24 horas (E24),

Teste de dispersao de 0leo em agua

No teste de dispersdo de 6leo em agua. foram adicionados em placas de petri 40 mL de agua
destilada, 1 mL de 6leo queimado e 0,5 mL do caldo fermentado livre de células. As medi¢des
dos halos, que se formaram, foi realizada em 3 tempos: TO (assim que finalizou o
procedimento), T10 (‘apds 10 minutos) e T60 (apds 60 minutos). Em seguida foram realizados
calculos conforme a equagao: ADO= 3,14 X r2, para saber o deslocamento de 6leo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A produgdo de biossurfactante pelas cepas TOMO9 (E. faecium), R2 (E. faecalis) e H1 (L.
rhamnosus) apresentou variacdes significativas de acordo com o meio de cultivo utilizado
(Figura 1). O meio MRS foi o que resultou nos maiores rendimentos, especialmente para a
cepa H1, que atingiu aproximadamente 1,17 g/L, valor substancialmente superior ao obtido
nos demais tratamentos. Esse desempenho ressalta a eficiéncia do MRS como meio de cultivo,
provavelmente por sua formulagdo balanceada em nutrientes essenciais ao metabolismo
microbiano, favorecendo a sintese de metabodlitos secundarios.
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A producdo de biomassa pelas cepas TOMO09 , R2 e H1 variou significativamente em funcgao
do meio de cultivo (Figura 2). Assim como observado para a sintese de biossurfactantes, o
meio MRS promoveu o melhor desempenho em termos de crescimento celular. A cepa
TOMO9 foi a mais eficiente nesse meio, alcancando aproximadamente 3,25 g/L. de biomassa,
seguida por R2 (2,55 g/L) e H1 (2,45 g/L). Os dados indicam que o meio MRS ¢ o mais
adequado para maximizar a producdo de biossurfactantes, com destaque para a cepa H1, que
demonstrou elevado potencial biotecnologico. J& o uso de subprodutos agroindustriais, como
o soro de leite, embora apresente menor eficiéncia, mostra-se uma alternativa viavel e
sustentavel, sobretudo quando suplementado com compostos indutores como o diesel. Essa
abordagem pode reduzir custos de produgdo e contribuir para processos mais ecoldgicos,
ainda que demande otimizagdo das condic¢des de cultivo.

O indice de emulsificagdo variou conforme a cepa ¢ o meio de cultivo. No MRS, os valores
foram moderados (45-54%) e cairam levemente apds 24h, indicando baixa estabilidade das
emulsdes. No soro de leite, observaram-se os maiores indices iniciais, chegando a 77,5% para
TOMO09, mas com queda acentuada apds 24h, revelando instabilidade. J& o soro suplementado
com diesel apresentou desempenho intermediario, mas com emulsdes mais estaveis ao longo
do tempo (61-64% em 24h para R2 e H1), sugerindo que o diesel induz a producdo de
biossurfactantes com maior afinidade hidrofobica. O controle positivo confirmou a tendéncia
natural de reducdo da estabilidade (100% para ~84%), conforme apresentado na tabela 1.

Tabela 1- indice de emulsificagdo (%) do caldo fermentado livre de células oriundo das
bactérias lacticas estudadas.

MEIO DE TOMO09 R2 H1
CULTIVO
Oh 24h Oh 24h Oh 24h
MRS 45,5+ 3,0 458+ 2,7 52,040 42,6+2,6 53,936 48,6+6,2

SORO DE LEITE 77,5 8,7 63,9+1,6 67,129 59,0£1,2 67,3%£1,9 57,4£3,6
SORO DE LEITE  63,1+6,0 59,4+7,0 68,824 64,0+£2,3 69,4£1,9 61,7£2,9
+ OLEO DIESEL

CONTRLE 100+0,0 84,2142 100+0,0 84,2442 100+0,0 84,2142

No ensaio de dispersao de Oleo em agua, nenhuma das amostras avaliadas apresentou
formagdo de halo, indicando auséncia de propriedades associadas a redugdo da tensao
superficial e a afinidade com a fase oleosa nos biossurfactantes produzidos. Considerando,
entretanto, que os isolados demonstraram boa atividade emulsificante, ¢ plausivel inferir que



esse resultado esteja relacionado a baixa concentracdo de biossurfactante presente no caldo
fermentado, insuficiente para promover a dispersao visivel do 6leo.

CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados evidenciam que o meio MRS foi o mais eficiente para a produgao de biomassa
e biossurfactante, com destaque para a cepa H1, que apresentou o melhor desempenho geral.
Entre os meios alternativos, o soro de leite suplementado com oleo diesel proporcionou
melhores resultados, sugerindo que o hidrocarboneto atuou como indutor metabdlico,
sobretudo para a cepa H1. A cepa TOMO09 obteve elevado rendimento no MRS e destacou-se
no soro de leite puro, indicando capacidade de aproveitamento direto desse substrato. Ja a
cepa R2 apresentou resultados consistentes, com producao estavel nos diferentes meios. No
que se refere a atividade emulsificante, os meios a base de soro, especialmente o soro puro,
mostraram-se mais eficazes que o MRS, alcancando os melhores indices de emulsificacio e
reforcando o potencial do uso de subprodutos agroindustriais como alternativa sustentavel
para a producdo de biossurfactantes.
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