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RESUMO

AYUPE, Bruna Almeida Ledo, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de
2017. Controle da bactéria redutora de sulfato Desulfovibrio alaskensis por
um biossurfactante lipopeptideo produzido por Bacillus subtilis TR47II.
Orientador: Marcos Rogério Totola. Coorientadores: Cynthia Canédo da Silva,
Vanessa de Freitas Cunha Lins, Hilario Cuquetto Mantovani ¢ Paulo Roberto
Cecon.

Este estudo ¢ iniciado com uma revisao bibliografica que aborda o problema
gerado pela producgdo de sulfeto de hidrogénio (H2S) por bactérias redutoras de
sulfato (BRS) na industria do petréleo. Nessa revisdo sdo apresentados aspectos
relacionados a causa desse problema, as consequéncias e principais formas de
controle. Na parte experimental do nosso estudo, nds investigamos a acdo
antimicrobiana de extratos brutos contendo biossurfactantes obtidos de oito
isolados de Bacillus sp. contra Desulfovibrio alaskensis NCIMB 13491, uma BRS
isolada de reservatorio de petréleo com producdo de H>S na Baia de Purdu,
Alasca. Os extratos brutos contendo biossurfactantes produzidos por B. subtilis
TR12, B. subtilis TR22, B. subtilis TR3511 e B. subtilis TR47II, todos isolados de
solo da ilha oceanica da Trindade, apresentaram a¢do antimicrobiana contra D.
alaskensis. B. subtilis TR4TII, por apresentar maior efeito antimicrobiano, foi
selecionado para investigagdo da molécula ativa presente no extrato bruto. A
avaliacdo da a¢do antimicrobiana por bioautografia revelou que o extrato bruto
continha uma fracdo ativa com fator de retencdo (Rf) semelhante ao padrao
comercial do lipopeptideo iturina. Essa observacdo incentivou uma nova
investigagdo do estudo, uma vez que, no nosso conhecimento, nao ha relatos sobre
a acdo de iturinas contra BRS. Nosso objetivo seguinte foi purificar a fra¢do ativa
do extrato bruto de B. subtilis TR47II por cromatografia em coluna de silica gel e
caracterizd-la ~ quimicamente  por  espectrometria de  massas  por
ionizagdo/dessorcdo a laser assistida por matriz com andlise do tempo de voo
(MALDI-TOF/TOF-MS e MS/MS). A fracdo ativa mostrou picos em m/z
correspondentes a provaveis lipopeptideos da familia das iturinas (m/z 1043 e
1057) e das fengicinas (m/z 1463). Além disso, os picos em m/z 1030, 1044, 1058
e 1072, na fragdo ndo-ativa do extrato de B. subtilis TR47II, foram identificados
como homologos de surfactinas com a sequéncia peptidica Glu-Leu-Leu-Val-Asp-

Leu-Leu e variagao na cadeia lateral em Ci3, Ci4, Ci5 € Ci6 f-hidroxi acido graxo,
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respectivamente. Como conclusdes, nosso trabalho relata, pela primeira vez, a
acdo antimicrobiana contra BRS de extratos brutos contendo biossurfactantes
obtidos de bactérias isoladas da Ilha da Trindade. Esse ainda é o primeiro relato
sugerindo um provavel lipopeptideo iturina com agdo antimicrobiana contra BRS.
Os resultados obtidos neste trabalho abrem a oportunidade de descoberta de novas
moléculas ativas que possam ser aplicadas no setor industrial, particularmente na

industria do petroleo.



ABSTRACT

AYUPE, Bruna Almeida Ledo, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July,
2017. Control of the sulfate reducing bacteria Desulfovibrio alaskensis by a
lipopeptide biosurfactant produced by Bacillus subtilis TR47I1. Adviser:
Marcos Rogério Totola. Co-advisers: Cynthia Canedo da Silva, Vanessa de
Freitas Cunha Lins, Hilario Cuquetto Mantovani and Paulo Roberto Cecon.

This study starts with a literature review approach the problem generated by the
production of hydrogen sulphide by sulfate reducing bacteria (SRB) in the
petroleum industry. This review presents aspects related to the cause of this
problem, the consequence and main forms of control. In the experimental part of
our study, we investigated the antimicrobial action of crude extracts containing
biosurfactants obtained from eight isolates of Bacillus sp. against SRB
Desulfovibrio alaskensis NCIMB 13491, a SRB isolated from a souring oil
reservoir in Purdu Bay, Alaska. The crude extracts containing biosurfactants
produced by B. subtilis TR12, B. subtilis TR22, B. subtilis TR35II and B. subtilis
TR47I11, all isolated from the soil of the oceanic Trindade Island, showed action
against D. alaskensis. B. subtilis TR47II, due to its higher antimicrobial effect,
was selected for investigation of the active molecule present in the crude extract.
The evaluation of the antimicrobial action by bioautography revealed that the
crude extract contained an active fraction with a retention factor (Ry) similar to the
commercially available lipopeptide iturin. This observation encouraged a new
investigation of the study, since, to our knowledge, there are no reports on the
action of iturin against SRB. Our next objective was to purify the active fraction
of the crude extract of B. subtilis TR471I purify by thin layer chromatography and
to characterize it chemically by matrix-assisted laser desorption ionization with
time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF/TOF-MS and MS/MS). The
active fraction showed peaks with m/z corresponding to probable lipopeptides of
the iturin family (m/z 1043 and 1057) and fengycin (m/z 1463). In addition, the
peaks with m/z 1030, 1044, 1058 and 1072 in the non-active fraction of the crude
extract of B. subtilis TR47II, were identified as surfactin homologs with the
peptide sequence Glu-Leu-Leu-Val-Asp-Leu-Leu and variation in the side chain in
Ci3, Ci4, Ci5 and Ci6 B-hydroxy fatty acid, respectively. In conclusion, our work

reports, for the first time, the antimicrobial action against SRB of crude extracts
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containing biosurfactants obtained from bacteria isolated of Trindade Island. This
is still the first report suggesting a probable lipopeptide iturin with antimicrobial
action against SRB. The results obtained in this work open the opportunity to
discover new active molecules that can be applied in the industrial sector,

particularly in the oil industry.
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Introdu¢ao Geral

A produgdo de sulfeto de hidrogénio por bactérias redutoras de sulfato
(BRS) ¢ considerado um dos principais problemas na induastria do petréleo. O
souring biogé€nico, como ¢ conhecido esse processo, impacta negativamente esse
setor de diversas maneiras. O HoS ¢ um gas altamente tdxico, corrosivo e
inflamavel, o que gera problemas de seguranca e risco a saide dos trabalhadores.
Além disso, o HoS diminui a qualidade do petrdleo em decorréncia do alto
conteudo de enxofre associado a0 mesmo e pode provocar entupimento dos
reservatorios devido a precipitagdo de sulfeto de ferro e como consequéncia,
aumenta os custos de producdo do petroleo.

Estratégias para controlar o crescimento de BRS incluem principalmente o
uso de biocidas como glutaraldeido, formaldeido, compostos de amonia
quaternaria e sulfato de tetrakis hidroximetil fosfonio (THPS). Em operagdes a
campo, altas doses de biocidas sdo empregadas por longos periodos, o que pode
levar a selecdo de microrganismos resistentes bem como riscos a saude humana e
ao meio ambiente.

Moléculas tensoativas bioldgicas ou biossurfactantes inibem o crescimento
de varios microrganismos € sao uma possivel alternativa para o controle de BRS.
Além disso, os biossurfactantes apresentam alta biodegradabilidade e baixa
toxicidade ambiental, caracteristicas essenciais para aplicagdo biocida na industria
do petroleo. Biossurfactantes produzidos por bactérias do género Bacillus sao
reconhecidos como agentes antimicrobianos bastante eficientes contra uma
diversidade de microrganismos. Essas moléculas sdo ainda excelentes tensoativos,
utilizados em processos de recuperagdo melhorada do petrdleo, o que confere
vantagem adicional como agente biocida na industria do petrdleo.

Recentemente, em parceria com o Programa de Pesquisas Cientificas na
Ilha da Trindade — PROTRINDADE, nosso grupo de pesquisas isolou bactérias
produtoras de biossurfactantes do género Bacillus a partir de solo dessa ilha, o que
permitiu investigacdes adicionais com esses isolados. Os objetivos propostos
neste trabalho visam investigar a producdo de substancias antimicrobianas,
particularmente biossurfactantes, por Bacillus sp., incluindo isolados da Ilha da

Trindade, para aplicag@o no controle de BRS na industria do petroleo.



O trabalho estd organizado em trés capitulos. No primeiro capitulo,
“Revisao Bibliografica”, ¢ apresentada uma revisdo bibliografica sobre a
producao de sulfeto de hidrogénio na industria do petroleo, os fatores envolvidos
com sua producdo, as consequéncias para esse setor e principais formas de
controle.

No capitulo 2, “A¢do antimicrobiana de Bacillus subtilis isolados da Ilha
da Trindade contra bactéria redutora de sulfato” ¢ realizada uma investigacao da
acdo antimicrobiana de extratos brutos contendo biossurfactantes obtidos de
bactérias do género Bacillus contra a BRS Desulfovibrio alaskensis. Ensaios de
termoestabilidae e bioautografia sdo apresentados para o extrato com maior agao
antimicrobiana, o de B. subtilis TR4711.

No capitulo 3, “Coprodugao de lipopeptideos por Bacillus subtilis TR47I1
e acdo antimicrobiana contra a bactéria redutora de sulfato Desulfovibrio
alaskensis”, ¢ apresentada a purificagdo e caracterizagdo quimica, por

espectrometria de massas, da fragao ativa do extrato de B. subtilis TR471I.



Capitulo 1

Revisao Bibliogrifica



Revisiao Bibliografica

1.1. Introducio

O fendmeno de souring em reservatorios de oleo cru ¢ um problema
antigo e reconhecido como uma das principais preocupagdes na industria do
petroleo. O termo souring refere-se a acidificacdo do petroleo, decorrente do
aumento da concentracdo de compostos de enxofre, principalmente sulfeto de
hidrogénio (H2S) na fase gasosa, oleosa e aquosa dos fluidos produzidos na
industria do petréleo (Elmawgoud et al., 2015). Um dos principais processos a
contribuir com o souring ¢ a geragdo de HoS por microrganimos redutores de
sulfato (Gieg et al., 2011).

A concentragdo de HoS ¢é geralmente medida em partes por milhdo do
volume na fase gasosa (ppm v'!) em relacdo a particio 6leo/agua, em pH menor
ou igual a 5,0 sob condigdes padrao de temperatura e pressao (20 °C e 1 atm)
(Elmawgoud e al., 2015). Quando a concentra¢io de H,S ultrapassa 10 ppm v,
0 poco de petroleo é considerado acidificado por H2S, e precaugdes sao
necessarias nas areas de operacao da producdo, transporte € armazenamento em
razao dos efeitos toxicos e corrosivos do H2S, formacdo de incrustagdes nos
reservatorios e aumento do contetido de enxofre no petréleo, o que diminui sua
qualidade (Elmawgoud et al., 2015).

Mecanismos ndo-biogénicos podem influenciar no aumento da
concentracdo de H>S nos reservatorios, os quais incluem a decomposi¢do
termofilica de hidrocarbonetos contendo enxofre, a dissolucdo de pirita (FeS;) e a
redu¢do termoquimica do sulfato (Gieg et al. 2011). Esses mecanismos sao
principalmente influenciados pelas caracteristicas da rocha e temperatura do
reservatorio e pela composicao do 6leo (Vance e Thrasher, 2005). Por outro lado,
0 souring biogénico ocorre quando microrganismos reduzem compostos de
enxofre como sulfato (SO4*), tiossulfato (S205%") ou enxofre elementar (S°) a HaS
durante o crescimento (Muyzer e Stam, 2008; Johnson, ef al. 2017).

A maioria dos microrganismos redutores de sulfato sdo bactérias,
tipicamente Deltaproteobacteria e, por isso, esse grupo ¢ geralmente denominado
como “bactérias redutoras de sulfato”, ou simplesmente BRS (Muyzer e Stam,
2008). No entanto, alguns membros sdo filogeneticamente relacionados com

Archaea, e sdo denominados “arqueas redutoras de sulfato” ou ARS (Gieg et al.,



2011). Alguns autores adotam uma terminologia mais abrangente, utilizando o
termo “procariotos redutores de sulfato” (PRS) para se referenciar a
microrganismos redutores de sulfato, independentemente da afiliacao filogenética
(Gieg et al., 2011; Johnson, et al., 2017). Apesar disso, o termo BRS tem sido
comumente utilizado para fazer referéncia a membros de ambos os dominios
(Birkeland et al., 2005; Muyzer e Stam, 2008), e sera utilizado nesta revisao.

O souring biogé€nico esta principalmente associado ao processo de
recuperagao secundaria do petrdleo, o qual frequentemente envolve a injecao de
agua para manter a pressdo interna do reservatorio e aumentar a recuperagdo do
petréleo (Vance e Thrasher, 2005). BRS presentes nos reservatérios podem
utilizar o sulfato da dgua de injecdo como aceptor de elétrons, levando ao
aumento das concentracdes de HoS (Vance e Thrasher, 2005; Gieg et al., 2011).

Estima-se um custo de 2 % do projeto total de instalagdo do sistema de
injecdo de dgua apenas para cobrir os gastos com os servicos de metalurgia que
garantam a integridade do sistema em condigdes de alta producdo de H-S. Esse
custo pode aumentar em até uma ordem de magnitude se o projeto precisar ser
adaptado (Vance e Thrasher, 2005). Como muitos projetos excedem o valor de $1
bilhao, esses custos podem ser bem significativos (Jonhson ef al. 2017). Somente
nos Estados Unidos, o custo anual da corrosio na industria do petroleo ¢ estimado
em $1,4 bilhdes, e o souring nos reservatorios contribui para o aumento desse

custo (Koch et al., 2016, Jonhson et al. 2017).

1.2. Souring biogénico

Evidéncias iniciais da associagdo de BRS com o souring na industria do
petréleo datam de quase um século (Bastin et al., 1926). Atualmente, ¢
amplamente aceito que o souring biogénico ¢ o mecanismo mais importante de
producdo de H>S e ¢ resultante da injecdo de 4gua no sistema de producdo (Vance
e Thrasher, 2005; Gieg et al., 2011).

Durante o processo de extragdo do petrdleo, trés etapas classicas sdo
conhecidas: recupera¢do primaria, secundaria e tercidria (Planckaert, 2005). A
recuperacdo primaria ¢ direcionada pela propria pressdo do reservatdrio. A
recuperagdo secunddaria consiste de injecdo de gas ou agua para manter a pressao
interna e aumentar a recuperagao do petroleo. Em média, 15 a 60 % do petréleo

podem ser recuperados por esse processo, dependendo das caracteristicas do



mesmo, das do reservatorio e do nimero e posicdo dos pogos. Na recuperacao
terciaria utilizam-se técnicas melhoradas envolvendo métodos térmicos, quimicos
e microbioldgicos para diminuir a viscosidade do petréleo e aumentar a sua
recuperagdo (Planckaert, 2005).

Na recuperagdo secundéria, dgua do mar ou de outras fontes ¢
frequentemente utilizada pra repressurizar o reservatorio apds perda da pressdo
natural, forcando o petréleo em direcdo ao pogo produtor (Figura 1). BRS
presentes no reservatorio ou introduzidas pelo fluido de inje¢do, podem utilizar o
sulfato da 4gua injetada, levando ao aumento das concentragdes de H>S (Xu e Gu
etal., 2015).

A produgdo de H2S pode se manifestar no proprio reservatorio, resultando
em perda de qualidade do 6leo e do gés recuperados e pode ainda ocorrer nas
instalagdes de processamento na superficie. Essas incluem unidades de separagao
0leo-agua, tanques de armazenamento de agua de produgdo (agua recuperada
junto com o Oleo, a qual pode ser reinjetada no reservatorio), e nas tubulagdes
usadas para o transporte desses fluidos (Figura 1). Em reservatérios com
temperaturas elevadas, acima de 100 °C, a producdo de H»>S € principalmente
observada nas instalacdes de superficie ou em regides proximas ao local de
inje¢do (regido de influéncia), onde a 4gua fria de inje¢do se mistura com o fluido
quente e proporciona temperaturas mais adequadas para o crescimento de BRS
(Giegetal., 2011).

Além de sulfato, a agua de injecdo pode conter fontes de carbono,
micronutrientes € BRS viaveis, favorecendo a ocorréncia do souring biogénico
em operacdes no continente (onshore) ou em alto-mar (offshore). Portanto, a
fonte da agua de inje¢do desempenha um papel importante na extensdao do
souring, € sua escolha ¢ principalmente baseada na disponibilidade e no custo
(Gieg et al., 2011). Por exemplo, em operagdes terrestres a agua pode ser obtida
do aquifero local ou fonte superficial como rios. Dada a limitagdo dessas fontes
em alguns locais, a reinjecdo da agua de producdo ¢ uma pratica comum
(Planckaert, 2005; Gieg et al., 2011). Ja nas operagdes offshore, a agua do mar € a
mais utilizada, em decorréncia da maior disponibilidade nesses locais. Em
contrapartida, as altas concentrac¢des de sulfato na 4gua do mar (25 a 30 mmol L~

1), fornecem grandes quantidades de aceptores de elétrons para a atividade de



BRS (Vance e Thrasher, 2005; Gieg et al., 2011). Considerando que grandes
volumes de 4gua do mar podem ser injetados em um pogo, cerca de 10.000 m?

dia’!, grandes quantidades de sulfeto biogénico podem ser produzidas (acima de

1.100 Kg dia™') (Hubert e Voordouw, 2007).

Agua reinjetada

Saida P e
Jo ®  Fluidos
oleo produzidos

(6leo + agua)

Tanque Separador
6leo/agua

Pocgo
produtor

Poco de
injecao

Regido de |
influéncia

Figura 1. Esquema da reinjecdo da “agua produzida”, comumente utilizada na recuperagdo
secundéria em operagdes no continente (onshore). Fluidos a partir do pogo produtor sdo separados
em oleo, que ¢ coletado e enviado para processamento, € agua, que ¢ reinjetada no reservatorio
pelo poco de injecdo. A injecdo de “agua produzida” ¢ menos comum em operagdes em alto-mar
(offshore). A “regido de influéncia” refere-se a area proxima ao pogo de injecdo que sofre maior
influéncia quimica e biologica da agua injetada. Nessa regido, as altas temperaturas em pogos
onshore podem diminuir em decorréncia do resfriamento provocado pela agua de injegdo, e onde
a atividade microbiana pode ser muito maior do que no restante do reservatorio. Adaptada de
Gieg et al., 2011.

A produgdo de sulfeto de hidrogénio impacta negativamente a industria do
petroleo de diversas maneiras. O H2S é um gas altamente toxico, corrosivo e
inflamavel, o que gera problemas de seguranca e risco a saide dos trabalhadores
(Reiffenstein et al., 1992, Tang et al., 2009). O odor caracteristico de “ovo
podre” € perceptivel em concentracdes tdo baixas quanto cerca de 0,005 ppm e a
exposi¢ao repetida e prolongada ao HoS pode causar dores de cabeca, nduseas,

irritacdo dos olhos, problemas respiratérios e, em situagdes mais graves, pode



levar a perda de consciéncia e até a morte (Reiffenstein et al., 1992, Johnson et
al., 2017). Além disso, o sulfeto diminui a qualidade do petréleo, uma vez que
aumenta a concentracdo de enxofre no 6leo recuperado. Pode ainda provocar
entupimento de reservatorios e tubulagdes de escoamento de 6leo, o qual resulta
de sua precipitagdo como sulfeto de ferro e, como consequéncia, aumenta os
custos de producdo do petroleo (Gieg et al., 2011). Por fim, BRS podem formar
biofilmes nas tubulagdes e tanques, o que também leva a diminuigdo do fluxo de
petroleo nos dutos, elevando com isso os gastos de energia para bombeamento e o
desgaste de equipamentos. Adicionalmente, maiores doses de biocidas sdo
requeridas para se obter um controle satisfatorio dos microrganismos, quando

esses se encontram protegidos nas estruturas dos biofilmes (Xu e Gu et al., 2015).

1.3. Bactérias redutoras de sulfato

BRS formam um grupo de procariotos anaerdbios com ampla variedade
morfologica e metabdlica. Utilizam compostos sulfurados inorganicos,
principalmente sulfato, como aceptor de elétrons na respiracdo anaerdbia e
compostos organicos ou hidrogénio como doadores de elétrons, resultando na
producdo de sulfeto de hidrogénio (Birkeland, 2005; Muyzer e Stam, 2008). Esse
processo ¢ referido como reducdo dissimilativa de sulfato, o qual ¢ restrito as
BRS. Ao contrario, o processo de redugdo de sulfato por meio da via assimilativa
produz compostos de enxofre reduzidos para a biossintese de aminoacidos e
proteinas, e, portanto, ndo leva a excre¢do direta do sulfeto de hidrogénio (Tang
et al.,2009).

A redugdo do sulfato a HS inicia com a ativacao do sulfato pela acdo da
enzima ATP sulfurilase, que catalisa a ligagdo de um ion sulfato a um fosfato do
ATP, levando a formagdao de adenosina fosfosulfato (APS) (Figura 2). Na
reducio dissimilativa, o sulfato do APS ¢ diretamente reduzido a sulfito (SO3%)
pela enzima APS redutase, com a liberacdo de adenosina monofosfato (AMP).
Na reducdo assimilativa, outro fosfato ¢ adicionado a APS, formando
fosfoadenosina fosfosulfato (PAPS). PAPS ¢ entdo reduzido a sulfito. Em ambas
as vias, o primeiro produto da redugdo do sulfato ¢ o sulfito. Uma vez que o
sulfito ¢ formado, ele ¢ reduzido a sulfeto pela enzima sulfito redutase. Na

redugdo dissimilativa, o sulfeto ¢ excretado, enquanto na reducdo assimilativa o
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sulfeto ¢ incorporado para gerar compostos organicos sulfurados (Tang, et al.,

2009; Madigan et al., 2010).

ATP PPi AMP
S0 — N, APS 2 .50 58
ATP sulfurilase APS redutase Sulfito redutase
(ATPS) (APSR) dissimilativa
(DSR)

Figura 2. Etapas centrais na reducdo dissimilativa do sulfato. A primeira etapa consiste na
ativagdo do sulfato (SO4*) em adenosina fosfosulfato (APS), seguindo-se a redugdo a sulfito
(SO3%). A enzima sulfito redutase catalisa a redugdo do sulfito a sulfeto (S%), o qual é excretado
na redugdo dissimilativa. Adaptada de Johnson et al., (2017).

Bactérias redutoras de sulfato sdo capazes de oxidar uma variedade de
compostos, incluindo acidos mono e dicarboxilicos, alcoois, hidrocarbonetos e
compostos aromaticos. Acetato, lactato e etanol estdo entre os substratos mais
utilizados, e mais de 100 diferentes compostos t€ém sido relatados como sendo
substrato para esse grupo de microrganismos, demonstrando sua grande
diversidade metabodlica (Birkeland, 2005; Muyzer e Stam, 2008). Essa alta
diversidade fisiologica explica a ocorréncia de BRS em vérios ambientes onde o
sulfato esta presente, como solo (Stubner e Meuser, 2000), regides geotermais
(Kaksonen et al., 2006), raimen (Pado e Pawlowska-Cwick, 2005), reservatorios
de petrdleo (Sette et al., 2007), dentre outros.

Com base em analises comparativas de seqiiéncias do 16S RNA, BRS
conhecidas sdo agrupadas em sete grupos filogenéticos: cinco no dominio
Bacteria e dois no dominio Archaea. A maioria das BRS pertencem a
aproximadamente 23 géneros dentro do grupo Deltaproteobacteria, seguidas por
BRS gram-positivas dentro do grupo Clostridia (Desulfotomaculum,
Desulfosporosinus e Desulfosporomusa). Trés grupos filogenéticos - Nitrospirae
(género Thermodesulfovibrio), Thermodesulfobacteria (género
Thermodesulfobacterium) e Thermodesulfobiaceae (género Thermodesulfobium)

contém apenas redutores de sulfato termofilicos. No dominio Archaea, ha
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representantes de BRS no Euriarchaeota (género Archaeoglobus) e no

Crenarchaeota (géneros Thermocladium e Caldivirga) (Muyzer e Stams, 2008).

1.4. Principais formas de controle do souring biogénico
1.4.1. Remogdo de sulfato

Uma das primeiras opgdes para se prevenir a produgdo de sulfeto de
hidrogénio na industria do petroleo inclui o pré-tramento da dgua de injecdo
utilizando-se membranas de nanofiltracao (Gieg et al., 2011). Essa técnica visa a
remocdo de ions sulfato da 4gua, o que ¢ particularmente importante em
operagdes em alto-mar, onde as concentragdes de sulfato podem ser bastante
elevadas. A redugdo da disponibilidade do aceptor de elétrons das BRS tem efeito
direto sobre a producdo de H>S no reservatorio. No entanto, ¢ uma técnica de
elevado custo e que ndo remove completamente o sulfato da 4gua de injegdo
(Vance e Thrasher, 2005; Gieg et al., 2011), havendo, pois, a necessidade da

adocao de medidas complementares para redugdo do souring biogénico.

1.4.2. Biocidas

Diversos biocidas de amplo espectro incluindo glutaraldeido, sulfato de
tetrakis(hidroximetil)fosfonio (THPS) e cloreto de benzalconio sdo utilizados para
inibi¢do do crescimento de BRS. Os biocidas tém a vantagem de serem
relativamente simples para administrarem. No entanto, tém elevado custo e
requerem aplicagdes frequentes ou mesmo continuas para serem eficientes. Além
disso, alguns sdo potencialmente perigosos aos trabalhadores e ao meio ambiente,
e seu uso continuo pode levar a selegdo de populagdes microbianas resistentes
(Videla, 2002; Gieg et al., 2011). O THPS ¢ eficiente contra BRS planctonicas e
em biofilmes, além de ser capaz de dissolver sulfetos de ferro (Xu e Gu et al.,
2015), sendo por isso um dos principais biocidas utilizados no controle do souring

biogénico.

1.4.3. Nitrato e nitrito

A adicao de nitrato ou nitrito a agua de injecdo pode inibir a producdo de
sulfeto de hidrogénio, uma vez que esses compostos servem como aceptores de
elétrons para bactérias heterotroficas que competem com as BRS por doadores de

elétrons comuns. A competicao entre esses dois grupos fisioldgicos pode resultar
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na exclusdo competitiva das BRS (Davidova et al., 2001). Além disso, a presenca
de intermediarios da reducao do nitrato, como 6xido nitroso ¢ 6xido nitrico, eleva
o potencial redox e consequentemente inibem a producao de sulfeto de hidrogénio
(Hubert et al., 2003).

Em outro mecanismo, bactérias oxidantes de sulfeto ¢ redutoras de nitrato
ou nitrito (BOS-RN) usam o nitrato ou o nitrito para reoxidar o sulfeto produzido
pelas BRS a S° e sulfato, criando um ciclo de enxofre envolvendo BOS-RN e BRS
que resulta na remocao de sulfeto (Hubert et al., 2003). Apesar de parecer
bastante promissor para o controle do souring biogénico, o uso de nitrato € nitrito
pode aumentar o risco de corrosdo pela formagdo de formas agressivas de enxofre,
tais como polisulfeto, S°aq) e tiossulfato por meio da oxida¢do simultdnea do
sulfeto e redugdo do nitrato por BOS-RN (Nemati et al., 2001; Hubert et al., 2005;
Rempel et al., 20006).

1.4.4. Molibdato

O inibidor metabdlico molibdato (MoO4*), é um anilogo que inibe
especificamente a reducdo do sulfato. O molibdato entra na célula por um sistema
de transporte de sulfato e interfere com a formacdo de adenosina fosfosulfato
(APS), a forma ativa de sulfato na célula durante as redugdes assimilativa e
dissimilativa de sulfato. A presenga de molibdato leva a formacao de adenosina
fosfomolibdato na célula, em vez de adenosina fosfosulfato, o que provoca
escassez de compostos de enxofre reduzido necessarios ao crescimento bacteriano
(Patidar e Tare, 2005; Greene et al., 2006). Além disso, adenosina fosfomolibdato
¢ instavel e hidrolisa espontaneamente a AMP e molibdato, esgotando as reservas
de ATP na célula (Greene ef al., 2006). Em decorréncia da baixa eficiéncia do
molibdato em inibir o crescimento de BRS em ambiente salino, quantidades
elevadas sdo necessarias para tratar a d4gua de inje¢do (cerca de 3.000 ppm). Isso
aumenta os custos de aplicacdo e limita o seu uso em larga escala para controle do

souring biogénico (Hitzman et al., 1998; De Sousa et al., 2010).

1.4.5. Biossurfactantes — moléculas promissoras

Surfactantes, seja de origem bioldgica ou quimica, sdo moléculas
anfipaticas que podem reduzir a tensdo interfacial e superficial por se

acumularem na interface de fluidos imisciveis e formarem estruturas agregadas,
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tais como micelas (Van Hamme et al., 2006). Os surfactantes sdo constituidos de
um grupo hidrofilico e outro hidrofébico. O grupo apolar ¢ frequentemente
hidrocarbonico. Ja a parte polar apresenta muitas variagdes, o que leva a
classificagdo dos surfactantes em anidnicos, catidnicos, nao-idnicos ou
zwiterionicos (Banat et al., 2000).

Os surfactantes produzidos por certas bactérias, fungos e leveduras sao
moléculas complexas e compreendem diferentes estruturas que incluem
peptideos, glicolipideos, glicopeptideos, acidos graxos e fosfolipideos (Desai e
Banat, 1997). Os biossurfactantes s3o vantajosos em relacdo aos surfactantes
sintéticos em decorréncia da baixa toxicidade, alta biodegradabilidade, maior
estabilidade em temperatura e salinidade elevadas, e possibilidade de producao a
partir de substratos renovaveis (Faria et al., 2011; Lima et al., 2011a; Lima et al.,
2011b).

Alguns biossurfactantes produzidos por bactérias do género Bacillus sao
conhecidos como potentes tensoativos, com capacidade de reducdao da tensdo
superficial da d4gua de 72 mN m™! para cerca de 27 mN m™! (Mnif e Ghribi, 2015).
Apresentam ainda atividade antimicrobiana contra varias espécies de
microrganismos (Shaligram e Singhal, 2010; Sriram ef al, 2011).
Estruturalmente, essas moléculas sdo classificadas como lipopeptideos e sdo
compostas de um peptideo ciclico ligado a uma cadeia de acido graxo. A variagdo
no tipo e tamanho da cadeia de acido graxo, bem como a composi¢do dos
aminoacidos e tamanho da por¢do peptidica, agrupa os lipopeptideos de Bacillus
spp. em trés principais familias: as iturinas, as surfactinas e as fengicinas (Figura
3) (Raaijmakers et al., 2010).

Os lipopeptideos sd@ao metabodlitos secunddrios sintetizados por grandes
complexos enzimaticos multifuncionais denominados peptideo sintetases nao
ribossomais (NRPS) (Finking e Marahiel 2004). As NRPS levam a uma grande
heterogeneidade entre os lipopeptideos produzidos por Bacillus spp. com relagao
a composicao e sequéncia dos residuos dos aminodcidos, a ciclizacdo da cadeia
peptidica e a composi¢do, comprimento, ¢ ramificagdo da cadeia de acido graxo
(Mnif e Ghribi, 2015). A por¢do peptidica pode conter sete a-aminoacidos
(surfactinas e iturinas) ou dez a-aminodcidos (fengicinas) ligados a um B-amino

acido graxo (iturinas) ou P-hidroxi acido graxo (surfactina e fengicinas). O



14

comprimento da cadeia de acido graxo pode variar de Ci2 a Ci¢ para surfactinas,
de Ci4 a Cy7 para iturinas, € de Ci4 a Cig para fengicinas (Mnif e Ghribi, 2015).
Diferentes compostos homodlogos em cada familia de lipopeptideos sao
geralmente coproduzidos (Vater et al., 2002; Yang et al., 2015). O padrao de
aminoacidos e cadeias de acidos graxos nas moléculas produzidas depende nao
apenas da linhagem produtora, mas ainda dos componentes do meio de cultura e

das condigdes de cultivo (Liu et al., 2012).
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Figura 3. Estrutura primaria de lipopeptideos da familia das surfactinas, iturinas e
fengicinas. Adaptada de Gong et al. (2015).

Lipopeptideos da mesma familia apresentam variagdes nos residuos de
alguns aminoacidos, bem como na composi¢do do acido graxo e, por isso, essas
moléculas podem apresentar nomenclaturas distintas (Tabela 1). Por exemplo, os
lipopeptideos iturina A e C, mixirinas, micosubtilina, mojavenisina e bacilomicina
D, F e L e bacilopeptina estdo agrupados na mesma familia, a das iturinas. As
liquenisinas diferem das surfactinas por apresentarem glutamina (Gln) em vez de
acido glutdmico -Glu) no residuo 1. A familia das fengicinas inclui os

lipopeptideos ciclicos fengicina e plipastatinas (Cochrane e Vederas, 2016).
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Tabela 1. Alguns lipopeptideos da familia das surfactinas, iturinas e fengicinas, com as
respectivas sequéncias de aminoacidos

Familia surfactinas (7 a-aminoacidos + B-hidroxi acido graxo Ciz a Cig)

Lipopeptideos 1 2 3 4 5 6 7

Surfactina L-Glu L-Leu D-Leu L-Val L-Asp D-Leu L-Leu

[Ala4]surfactina L-Glu L-Leu D-Leu L-Ala L-Asp D-Leu L-Leu

[Leud]surfactina L-Glu L-Leu D-Leu L-Leu L-Asp D-Leu L-Leu

[Ile4]surfactina L-Glu L-Leu D-Leu L-lle L-Asp D-Leu L-Leu

[Val7]surfactina L-Glu L-Leu D-Leu L-Val L-Asp D-Leu L-Val

[Tle7]surfactina L-Glu L-Leu D-Leu L-Val L-Asp D-Leu L-Ile

[1le2,4]surfactina L-Glu  L-ILe D-Leu L-lle L-Asp D-Leu L-Leu

[Val2,7]surfactina L-Glu  L-Val D-Leu L-Val L-Asp D-Leu L-Val

[Val2,lle7]surfactina  L-Glu L-Val D-Leu L-Val L-Asp D-Leu L-Ile

[Tle2,Val7]surfactina ~ L-Glu  L-Ile D-Leu L-Val L-Asp D-Leu L-Val

[1le2,4,7]surfactina L-Glu  L-ILe D-Leu L-lle L-Asp D-Leu L-Tle

Liquenisina L-GIn L-Leu D-Leu L-Val L-Asp  D-Leu L-Ile

[Tle4]liquenisina L-GlIn L-Leu D-Leu L-Ile L-Asp D-Leu L-Ile

[Val7]liquenisina L-GlIn L-Leu D-Leu L-Val L-Asp D-Leu L-Val

[1le2,4]liquenisina L-Gln  L-Ile D-Leu L-lle L-Asp D-Leu L-Tle

Familia iturinas (7 a-aminoacidos + B-amino acido graxo Ci4 a Ci7)

Lipopeptideos 1 2 3 4 5 6 7

Iturina A L-Asn  D-Tyr D-Asn  L-GIn  L-Pro D-Asn L-Ser

Mixirina L-Asn  D-Tyr D-Asn  L-GIn L-Pro D-Asn L-Pro

Micosubtilina L-Asn  D-Tyr D-Asn  L-GIn L-Pro D-Ser L-Asn

Iturina C L-Asp D-Tyr D-Asn  L-GIn  L-Pro D-Asn L-Ser

Mojavenisina L-Asp D-Tyr D-Asn  L-GIn  L-Pro D-Asn L-Asn

Bacilomicina D L-Asn D-Tyr D-Asn  L-Pro L-Glu D-Ser L-Thr

Bacilomicina F L-Asn  D-Tyr D-Asn  L-GIn  L-Pro D-Asn L-Thr

Bacilomicina L L-Asp D-Tyr D-Asn L-Ser L-Gln  D-Ser L-Thr

Bacilomicina Lc L-Asn D-Tyr D-Asn  L-Ser L-Glu D-Ser L-Thr

Familia fengicinas (10 a-aminoacidos + B-hidroxi acido graxo Ci4 a Ci3g)

Lipopeptideos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Fengicina A; L-Glu D-Om  D-Tyr D-Thr L-Glu D-Ala L-Pro L-GIn  L-Tyr L-lle
Fengicina A> L-Glu D-Om  D-Tyr D-Thr L-Glu D-Ala L-Pro L-GIn  L-Tyr L-Val
Fengicina B L-Glu D-Om  D-Tyr D-Thr L-Glu D-Val L-Pro L-GIn  L-Tyr L-lle
Fengicina B2 L-Glu D-Om  D-Tyr D-Thr L-Glu D-Val L-Pro L-GIn L-Tyr L-Val
Fengicina Ci L-Glu D-Om  D-Tyr D-Thr L-Glu D-Lewlleu L-Pro L-GIn  L-Tyr L-Val
Fengicina C L-Glu D-Om  D-Tyr D-Thr L-Glu D-Val L-Pro L-Gln L-Thr L-Ile
Fengicina S L-Glu D-Om  D-Tyr D-Ser L-Glu D-Val L-Pro L-Gln L-Tyr L-lle
Plipastatina A L-Glu D-Om L-Tyr D-Thr L-Glu D-Ala L-Pro L-GIn  D-Tyr L-lle
Plipastatina B L-Glu D-Om L-Tyr D-Thr L-Glu D-Val L-Pro L-GIn  D-Tyr L-lle

Acido glutamico (Glu); Acido aspértico (Asp); Alanina (Ala); Glutamina (Gln); Leucina (Leu); Isoleucina
(Ile); Ornitina (Orn); Prolina (Pro); Serina (Ser); Tirosina (Tyr); Treonina (Thr). Adaptada de Cochrane e

Vederas (2016).

Os lipopeptideos das familias das iturinas e fengicinas s3o bem

reconhecidos por sua ampla atividade antifungica contra uma variedade de fungos

filamentosos e leveduras, mas restrita atividade antibacteriana (Cochrane e

Vederas, 2016; Zeriouh, et al., 2011). J& as surfactinas tém ampla agdo

antimicrobiana, incluindo antibacteriana, antiviral, antimicoplasma e antifingica,
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embora essa ultima seja menos relatada (Meena e Kanwar, 2015). A atividade
antimicrobiana desses lipopeptideos ¢ principalmente decorrente da sua interacao
com a membrana plasmatica, provocando um desarranjo na sua estrutura e
formagao de poros que aumentam a permeabilidade a ions, o que por fim pode
levar ao rompimento da membrana. A habilidade em formar poros condutores de
ions depende da composi¢do dos lipideos da membrana, bem como da estrutura
do lipopeptideo (Liu et al., 2014; Mnif e Ghribi, 2015).

Além da reconhecida atividade antimicrobiana, os lipopeptideos
apresentam outra caracteristica desejavel na industria do petréleo: sdo excelentes
tensoativos, o que possibilita sua utilizagdo em estratégias de biorremediacao e de
recuperagdo terciaria melhorada por microrganismos (MEOR). A MEOR baseia-
se na utilizacdo de microrganismos e/ou seus metabolitos, como biopolimeros,
acidos e gases, com a finalidade de aumentar a recuperacao do petrdleo (Sen,
2008; Safdel et al., 2017). Nos processos de MEOR, biossurfactantes sio
especialmente utilizados para diminuir a viscosidade do oleo e,
consequentemente, aumentar a sua recuperagdo (Bordoloi e Konwar, 2008;
Fernandes er al., 2016). Ha trés principais estratégias para utilizacdo desses
compostos em MEOR: (i) inje¢do do microrganismo produtor de biossurfactante
no reservatdrio, com consequente multiplicagdo do microrganismo in sifu nas
rochas do reservatdrio; (i) injecdo de nutrientes selecionados no reservatdrio para
estimular o crescimento de microrganismos autdctones produtores de
biossurfactantes; (iii) producao de biossurfactante ex situ e sua subsequente
injecdo no reservatério (Banat, 1995).

Portanto, em razdo das caracteristicas apresentadas, biossurfactantes
constituem moléculas promissoras para o controle de BRS na industria do
petroleo. Investigagdes da agcdo antimicrobiana dos lipopeptideos produzidos por
Bacillus, um dos mais potentes tensoativos, contra BRS, podem conduzir a

descoberta de novas moléculas para o controle do souring biogénico.
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contra bactéria redutora de sulfato
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Acao antimicrobiana de Bacillus subtilis isolados da Ilha da Trindade contra

bactéria redutora de sulfato

Resumo

Neste trabalho, 8 isolados do género Bacillus foram avaliados quanto a producao
de biossurfactantes com a¢ao antimicrobiana contra a bactéria redutora de sulfato
(BRS) Desulfovibrio alaskensis NCIMB 13491. Quatro isolados de Bacillus
subtilis - B. subtilis TR12, B. subtilis TR22, B. subtilis TR3511 e B. subtilis
TRA47I1I, provenientes de solos da ilha ocednica da Trindade, produziram extratos
com ag¢do antimicrobiana contra D. alaskensis em ensaio de difusdo em agar. O
maior efeito antimicrobiano foi observado com o extrato bruto de B. subtilis
TR4711, com halo médio de inibicdo de 21,6 mm. O extrato bruto de B. subtilis
TR471I manteve a agdo antimicrobiana quando armazenado por até 12 horas a 40
°C. O efeito antimicrobiano diminuiu com o aumento da temperatura até 100 °C, e
nenhuma atividade antimicrobiana foi observada apos autoclavagem a 121 °C por
15 minutos. A detecgdo da atividade antimicrobiana por bioautografia indicou que
a molécula ativa do extrato de B. subtilis TR47Il provavelmente ¢ um
biossurfactante lipopeptideo da familia das iturinas, o que € relatado pela primeira
vez. Os resultados obtidos incentivam a purificacdo e caracterizagdo estrutural da

molécula ativa de B. subtilis TR47I1I.

Palavras-chave: biossurfactante, Bacillus subtilis, agao antimicrobiana, bactéria

redutora de sulfato, industria do petréleo.
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2.1. Introducio

Surfactantes microbianos ou biossurfactantes sao um grupo de moléculas
anfipaticas com ampla variedade estrutural, produzidas por diferentes
microrganismos (Van Hamme et al., 2006). Tais moléculas sdo constituidas de
uma regido hidrofilica, que pode conter um 4cido, peptideos, mono, di ou
polissacarideos, ¢ uma regido hidrofobica compreendendo 4acidos graxos ou
cadeias hidrocarbonicas saturadas ou insaturadas (Banat et al., 2010). Em razio de
suas diversas propriedades, como a habilidade de diminuir a tensdo superficial e
interfacial de liquidos e formar micelas e microemulsdes entre duas fases
diferentes, os biossurfactantes tém sido usados em diversas aplica¢des industriais
e ambientais (Banat ef al., 2010; Marchant e Banat, 2012).

Alguns biossurfactantes produzidos por bactérias do género Bacillus sao
conhecidos como potentes tensoativos, com capacidade de reducao da tensao
superficial da d4gua de 72 mN m™! para cerca de 27 mN m™ (Mnif e Ghribi, 2015).
Estruturalmente, essas moléculas sdo classificadas como lipopeptideos e sdo
compostas de um peptideo ciclico ligado a uma cadeia de acido graxo. A variagdo
no tipo e tamanho da cadeia de acido graxo, bem como a composicdo dos
aminodcidos e tamanho da porcdo peptidica, agrupa os lipopeptideos de Bacillus
sp. em trés principais familias: as surfactinas, as iturinas e as fengicinas
(Raaijmakers et al., 2010). Cada familia contém variantes com 0 mesmo
comprimento da regido peptidica, mas com diferentes residuos de aminoacidos em
posicdes especificas. Cada variante pode ter varios homodlogos com diferentes
comprimentos da cadeia lateral, o que leva a uma grande heterogeneidade
estrutural (Vater et al., 2002; Raaijmakers et al., 2010) e confere a esses
lipopeptideos uma diversidade de propriedades distintas, incluindo acao
antimicrobiana (Meena e Kanwar 2015).

Na industria do petréleo, as substincias antimicrobianas produzidas por
Bacillus tém atraido a atengdo para o controle do crescimento de bactérias
redutoras de sulfato (BRS) (Korenblum et al., 2005, Gana et al., 2011), as quais
sdo consideradas o principal grupo de microrganismos envolvidos em processos
de biocorrosdo nesse setor (Enning e Garrelfs, 2014). O crescimento de BRS esta

associado a recuperacao secundaria do petroleo, na qual dgua do mar rica em
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sulfato ¢ frequentemente utilizada para manter a pressdo interna dos reservatdrios
e aumentar a eficiéncia de recuperacao do petroleo (Xu e Gu, 2015).

As BRS formam um grupo de bactérias anaerdbias que utilizam
principalmente o sulfato como aceptor final de elétrons na respiragdo, cuja
atividade resulta na producdo de sulfeto de hidrogénio (H»S). Esse processo
bioldgico de producdo de HoS em reservatorios de petroleo é conhecido na
industria como souring biogénico (Hasegawa et al., 2014). A produgdo de H»S no
reservatorio diminui a qualidade do petroleo extraido, aumenta a corrosdo dos
equipamentos e tanques, pode resultar em entupimento dos reservatorios
decorrente da precipitagdo de sulfeto de ferro e, como consequéncia, aumenta os
custos de producao do petroleo (Gieg ef al., 2011). Além disso, o H2S ¢ toxico e
apresenta forte odor, o que diminui a qualidade do ar e pde em risco a saude dos
operadores (Reiffenstein et al., 1992).

Estratégias para controlar o crescimento de BRS na industria de petréleo
incluem principalmente o uso de biocidas, destacando-se o sulfato de tetrakis
hidroximetil fosfonio (THPS). No entanto, o uso prolongado do mesmo biocida
tem propiciado a selecdo de cepas resistentes, 0 que aumenta 0s custos € 0s riscos
ambientais associados a aplicagdo desse composto em alta dosagem (Xu e Gu,
2015).

A necessidade de apresentar caracteristicas tais como baixo custo,
atendimento a exigéncias ambientais, eficiéncia em amplo espectro e ser seguro
para os operadores, limita o uso de biocidas para o controle de BRS na industria
de petroleo (Xu e Gu, 2015). Os biossurfactantes, por apresentarem baixa
toxicidade (Lima et al., 2011a), alta biodegradabilidade (Lima et al., 2011b) e
possibilidade de producao a partir de substratos renovaveis (Faria et al., 2011),
podem ser uma alternativa aos biocidas atualmente utilizados, se produzidos em
larga escala. Neste trabalho, nosso objetivo foi investigar a a¢ao antimicrobiana de
extratos brutos contendo biossurfactantes obtidos de oito isolados de Bacillus sp.

contra a BRS D. alaskensis NCIMB 13491.

2.2. Materiais e métodos
2.2.1. Microrganismos e condigoes de cultivo
As bactérias selecionadas para producdo de biossurfactantes pertencem a

colecao de culturas do Laboratorio de Biotecnologia e Biodiversidade para o Meio
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Ambiente (Tabela 1). As culturas de trabalho foram reativadas em meio agar
triptona de soja (TSA-Difco) e incubadas por 24 horas sob temperatura de 30 °C.
As culturas foram mantidas a 4 °C, sendo repicadas mensalmente no mesmo meio
de cultivo.

A bactéria redutora de sulfato Desulfovibrio alaskensis NCIMB 13491,
isolada de reservatorio de petroleo com historico de souring no Alasca (Feio et
al., 2004), foi utilizada como microrganismo teste nos ensaios de inibi¢do. Essa
bactéria foi mantida a 30 °C em meio anaerébio Postgate C (Postgate 1984)
modificado contendo (g L): KH,PO4 (0,5), NH4CI (1,0), NaCl (25,0), Na,SOs4
(4,5), CaCl2.6H20 (0,06), MgS0O4.6H>0 (0,06), CsHsNa3;07.2H20 (0,1), extrato de
levedura (1,0), lactato de sodio 50 % m v'! (9,4 mL), FeSO4.7H,0 (0,004),
tioglicolato de sodio (0,1), resazurina 0,25 % (4,0 mL); pH 7,5. A anaerobiose do
meio foi obtida por fervura durante 10 minutos, seguindo-se purga com fluxo de
N2 durante 15 minutos. O meio foi distribuido em frascos de vidro sob purga
constante de N>. Em seguida, os frascos foram selados com tampa de borracha e

lacre de aluminio e autoclavados a 121 °C por 15 minutos.

Tabela 1. Isolados produtores de biossurfactantes utilizados no trabalho

Codigo Identificacdo Local de isolamento Referéncia
TR12 Bacillus subtilis ~ Solo da Ilha da Trindade Da Silva et al., 2015
TR14 Bacillus sp. Solo da Ilha da Trindade Da Silva et al., 2015
TR14mut  Bacillus sp. Solo da Ilha da Trindade Este estudo
TR22 Bacillus subtilis  Solo da Ilha da Trindade Da Silva et al., 2015

TR2711 Bacillus subtilis  Solo da Ilha da Trindade Da Silva et al., 2015
TR3511 Bacillus subtilis Solo da Ilha da Trindade Da Silva et al., 2015
TR4711 Bacillus subtilis Solo da Ilha da Trindade Da Silva et al., 2015

RI4967 Bacillus subtilis ~ “Agua de produgio Este estudo

“Isolamento a partir de 4gua de produgdo do campo de exploragdo de petroleo da
formagdo Rio Itatnas, Concei¢ao da Barra, Espirito Santo.
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2.2.2 Produgdo dos biossurfactantes

As bactérias foram transferidas do meio TSA para tubos de vidro
contendo 5,0 mL de meio TSB (Difco), seguindo-se incubagdo a 30 °C em
agitador orbital (New Brunswick Scientific), sob agitagdo constante de 200 rpm
por aproximadamente 18 horas. Duas transferéncias consecutivas (1% v v)
foram realizadas para frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo 30 mL de meio
mineral (MM) (g L): K;HPO4 (13,9), KH2PO4 (2,7), extrato de levedura (0,05),
NH4NO3 (1,0); pH 7,0. O meio foi suplementado apds autoclavagem (121 °C, 15
minutos) com solugdo de glicose (20 g L™!) e de micronutrientes (50 mL L) (g L-
: EDTA (0,5), MgS04.7H,0 (3,0), MnSO4.H>0 (0,5), NaCl (1,0), CaCl».2H,O
(0,1), CoCl2.6H20 (0,1), ZnSO4.7H20 (0,1), FeSO4.7H,0 (0,1), CuSO4.5H20
(0,01), NaxMo0O4.2H,O (0,01), NaxO4Se (0,01), NazWO4.2H>O (0,01),
NiCl2.6H20 (0,02). As culturas foram incubadas a 30 °C e 200 rpm por 24 horas.
O indculo foi preparado por centrifugacao da cultura a 10.000 g por 15 minutos e
as células foram lavadas em solucdo de NaCl (8,5 g L!). Frascos Erlenmeyer de
1,0 L contendo 500 mL do MM foram inoculados com um volume de indculo
suficiente para se obter uma densidade optica a 600 nm (DOeoo) correspondente a
0,05. As diferentes fontes de carbono (20 g L) e nitrogénio (0,35 g L'') do MM
para producao dos biossurfactantes foram definidas a partir de estudos prévios
com cada isolado, visando maximizar a producdo de biossurfactantes (Tabela 2).
As culturas foram incubadas a 30 °C sob agita¢do constante de 200 rpm, por 5

dias.

Tabela 2. Fontes de carbono e nitrogénio do meio mineral para produciao de
biossurfactante pelos diferentes isolados de Bacillus sp.

Codigo " Fonte de carbono  ** Fonte de nitrogénio
TR12 Sacarose (NH4)2S04
TR14 Sacarose (NH4)2S04

TR 14mut Sacarose (NH4)2SO4
TR4711 Sacarose (NH4)2SO4
TR3511 Glicose (NH4)2S04
TR2711 Glicose NH4NO;3
RI14967 Glicose NH4NO;3

TR22 Sacarose NH4NO:3

20 g L''; *(NH4),804 (1,65 g L), NHiNO;s (1,0 g L.
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2.2.3. Obtengdo dos extratos brutos de biossurfactantes

Os biossurfactantes foram isolados por precipitacdo acida segundo método
descrito por Vater et al. (2002). As células foram removidas do meio de cultivo
por centrifugacdo (10.400 g, 15 minutos, 4 °C), o sobrenadante foi recolhido e o
pH ajustado para 2,0, utilizando-se HCl 6 mol L. Apés incubagdo a 4 °C
overnight, os biossurfactantes precipitados foram recuperados por centrifugacao
(10.400 g, 20 minutos, 4 °C) e dissolvidos em agua destilada, ajustando-se o pH
da solucdo para 7,0. A dilui¢do micelar critica foi determinada pela medida da
tensdo superficial de diluicdes do extrato bruto de cada biossurfactante pelo
método da placa Wilhelmy, utilizando-se o tensidmetro Dataphysics modelo
DCAT 11EC. Os dados foram obtidos usando o software SCAT v.3.2.0.84.
Solugdes-estoque dos extratos, contendo 8 vezes a concentragcdo micelar critica-

CMC, foram preparadas em agua destilada e mantidas a 4 °C.

2.2.4. Avaliagdo da atividade antimicrobiana dos extratos brutos de
biossurfactantes

A atividade antimicrobiana dos extratos brutos dos biossurfactantes foi
avaliada pelo ensaio de difusdo em &gar. Aliquota da cultura de D. alaskensis
cultivada em meio anaerdbio Postgate C por 24 horas (DOeoo inicial de 0,05) foi
misturada a 25 mL de meio agar (1,5 %) Postgate C fundido, de modo a se obter
uma concentragio de aproximadamente 10° UFC mL"'. A mistura foi vertida em
placas de Petri (90 x 15 mm). Apo6s solidificacdo, pocos de 5 mm de didmetro
foram furados na superficie do meio e 20 pL da solug¢do-estoque de cada
biossurfactante (8 x CMC) foram aplicados nos pogos. As placas foram mantidas
em temperatura ambiente por aproximadamente 18 horas para completa difusao
dos biossurfactantes e posteriormente incubadas a 30 °C por 6 dias em camara de
anaerobiose (Anaerobic System Thermo Forma 1025) sob atmosfera de 5 % COo,
10 % Hz e 85 % de Nz. Todo o procedimento foi realizado na camara de
anaerobiose. Os diametros das areas claras ao redor dos pogos foram medidos
com auxilio de uma régua. O experimento foi desenvolvido no delineamento em
blocos casualizados (DBC), com 3 blocos e 4 repeti¢des para cada extrato de
biossurfactante. Os dados foram analisados por meio da analise de variancia. As

médias dos halos de inibi¢ao foram comparadas utilizando-se o teste de Tukey,
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adotando-se o nivel de 5 % de probabilidade. O extrato bruto com maior agao

antimicrobiana nesse experimento foi selecionado para estudos adicionais.

2.2.5. Extragdo em soxhlet e purificagcdo do biossurfactante de B. subtilis TR4711

O extrato bruto de B. subtilis TR471I, o qual demonstrou a maior atividade
de inibicao contra D. alaskensis na etapa anterior, foi liofilizado e 0,65 g foi
extraido com metanol (200 mL) em extrator soxhlet por 12 horas em temperatura
aproximada de 70 °C. O solvente foi evaporado em evaporador rotativo a 40 °C
para obtencao do extrato seco.

Para purificagdo, o extrato foi aplicado em coluna cromatogréfica (26 x 5,0
cm) de silica gel 60 (70-230 mesh, Sigma-Aldrich) e eluido com
aproximadamente 800 mL de cloroférmio/metanol/agua nas proporgdes de
80:25:3,5 e 65:25:4 (v v!) sequencialmente. As fragdes coletadas foram
analisadas por cromatografia em camada delgada F2s4 (CCD; 40 x 25 mm; Sigma-
Aldrich), eluidas com cloroféormio/metanol/agua (65:25:4). Para revelagao dos
componentes eluidos nas placas CCD, as mesmas foram mergulhadas em solucao
de H2S04 15 % em etanol (v v'!), o excesso escorrido e as placas foram aquecidas
por aproximadamente 15 segundos utilizando um soprador térmico. O dacido
sulfurico ¢ um revelador universal que indica, pela visualizagdo da cor marrom ou
preta, a presenca de composto organico. As fracdes com fator de retengdo (Ry)
semelhantes foram agrupadas e o solvente foi evaporado em evaporador rotativo a

40 °C.

2.2.6. Investigagdo da fracdo ativa do extrato do soxhlet

Para determinar a fracdo ativa contra D. alaskensis, o extrato de TR47I1
extraido em soxhlet e as fragdes principais obtidas no procedimento de
purificacdo foram testadas pelo método de susceptibilidade em microdilui¢des no
meio Postgate B (Postgate, 1984) modificado, contendo (g L!): KH2PO4 (0,5),
NH4Cl (1,0), NaCl (25,0), NaxSO4 (1,0), MgS04.7H20 (2,0), CaCl2.2H>0 (0,1),
extrato de levedura (1,0), lactato de sédio 50% m v' (7,0 mL), FeSO4.7H,0O
(0,5), tioglicolato de sédio (0,1), &cido ascorbico (0,1), pH 7,5. A solucao de
FeSO4.7H,O foi esterilizada por filtragdo (0,2 um) e adicionada apds
autoclavagem do meio de cultura (121 °C por 15 minutos). As amostras foram

solubilizadas em &4gua destilada anaerdbia (5 mg mL™"') e esterilizadas por
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filtracdo (0,2 wm) em camara de anaerobiose. Aliquotas de 100 puL foram
transferidas para o primeiro poco de uma microplaca de 96 pogos (Nest) contendo
100 pL de meio Postgate B (duas vezes concentrado). A solugdao foi
homogeneizada e serialmente diluida duas vezes em 100 pL de meio Postgate B.
D. alaskensis cultivada em meio Postgate C por 24 horas (DOeoo inicial de 0,05)
foi diluida e inoculada nos pogos para uma concentragdo inicial de
aproximadamente 10° UFC mL!. Todo o procedimento foi realizado em cidmara
de anaerobiose. Os pocos das microplacas foram cobertos com um filme adesivo
transparente (Axygen) para evitar a dispersdo do HoS e surgimento de falso
positivo. A incubagdo foi realizada em camara de anaerobiose por 48 horas a 30
°C. O crescimento de D. alaskensis foi detectado pela observagao de cor preta no
meio de cultivo, causado pela precipitacdo de sulfeto ferroso. O resultado da
inibicdo foi comparado ao obtido com o extrato bruto liofilizado (5 mg mL! em
agua destilada anaerébia). Meio Postgate B inoculado com D. alaskensis ¢ nao
inoculado foi utilizado como controle positivo e negativo do experimento,

respectivamente. O experimento foi realizado com 3 repetigoes.

2.2.7. Termoestabilidade do extrato bruto de TR4711
A estabilidade térmica do extrato bruto de B. subtilis TR4711 foi avaliada

em termos de manuten¢do da atividade antimicrobiana contra D. alaskensis e
capacidade de espalhamento de 6leo, apos ser submetido a tratamento térmico em
diferentes temperaturas. Para isso, o extrato bruto liofilizado foi solubilizado em
dgua destilada anaerdbia (5 mg mL™), filtrado (0,2 um) e transferido para frascos
de vidro. Os frascos foram lacrados com tampa de borracha e lacre de aluminio e
em seguida foram incubados nas temperaturas de 40, 60 e 80 °C por 30 minutos e
12 horas, a 100 °C por 30 minutos € a 121 °C por 15 minutos. Apos o tratamento
térmico, a concentracdo minima inibitdria foi determinada (CMI) pelo método de
susceptibilidade em microdiluicdes em meio Postgate B, como previamente
descrito. A CMI foi definida como a menor concentracdo do extrato que inibiu
completamente o crescimento de D. alaskensis. A CMI dos tratamentos foi
comparada a obtida com o extrato bruto ndo tratado termicamente. O experimento
foi realizado com trés repetigdes.

O espalhamento de oleo foi realizado segundo método descrito por

Morikawa et al. (2000), com modificacdes. Brevemente, 30 puL de petrdleo foram
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colocados na superficie de 100 mL de 4dgua destilada em uma placa de Petri (150
x 15 mm). Apods formagao de uma fina camada de 6leo sobre a superficie da agua,
10 uL da amostra foram aplicados no centro da camada de petrdleo. A presenca
do biossurfactante provoca dispersdo do petroleo, formando um halo claro cujo
diametro foi medido apds 30 segundos da aplicacdo, com auxilio de uma régua. O
didmetro do espalhamento de 6leo dos tratamentos foi comparado ao obtido com o
extrato bruto ndo-tratado. Os dados foram analisados por meio da andlise de
variancia. O resultado foi expresso como a média + desvio padrao de trés

repetigoes.

2.2.8. Extragdo independente do soxhlet

Em decorréncia da constatacdo da perda de atividade antimicrobiana do
extrato bruto apds a etapa de extragdo com soxhlet, uma metodologia de extragdo
alternativa foi realizada em temperatura ambiente, visando manter-se a
estabilidade da fracdo ativa contida no extrato bruto. Para isso, 0,2 g do extrato
bruto liofilizado foi solubilizado em 150 mL de metanol e mantido sob agitagdo
em agitador magnético por 24 horas. A amostra foi filtrada em papel-filtro
quantitativo de filtragem répida (@ 12,5 cm; co6d. 050154 Vetec) para retencdo do
precipitado insolivel em metanol. O precipitado foi novamente extraido em
metanol por 24 horas, filtrado, e o solvente das duas extragdes foi evaporado em

evaporador rotativo a 40 °C para obten¢do do extrato metandlico.

2.2.9. Acdo antimicrobiana do extrato metanolico

O extrato metanolico e o precipitado insoluvel em metanol (residuo da
extracdo), ambos a 5 mg mL' em 4gua destilada anaerdbia, foram avaliados
contra D. alaskensis pelo método de susceptibilidade em microdilui¢des em meio
Postgate B, conforme procedimento descrito anteriormente. O experimento foi

realizado com trés repeticoes.

2.2.10. Bioautografia do extrato bruto e extrato metandlico

Para confirmar a inibigdo contra D. alaskensis e investigar a presenca de
diferentes tipos de moléculas ativas, o extrato bruto liofilizado (Eb) e o extrato
metanolico (Em) foram analisados por bioautografia (detec¢ao cromatografica da
atividade antibacteriana), segundo Korenblum et al. (2012) com modificagdes.

Aliquotas de 50 pL do Eb e Em (5 mg mL" em metanol) foram aplicadas em
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uma placa de CCD F2s4 (80 x 40 mm) (Sigma-Aldrich). Outra placa CCD F2s4 (80
x 40 mm) contendo o extrato metandlico (5 mg mL"', 50 pL) e os padrdes
comerciais (Sigma-Aldrich) dos lipopeptideos surfactina, iturina A e fengicina A
(1 mg mL!, 5 pL) foi utilizada como cromatograma de referéncia. As amostras
foram eluidas com o sistema cloroférmio/metanol/agua (80:25:3,5 v v'!). Apos
completa evaporagdo dos solventes, as placas CCD foram deixadas sob luz UV
por 20 minutos em cabine de seguranca biologica e a placa CCD bioautografica
foi transferida para a camara de anaerobiose. Aliquota da cultura de D. alaskensis
cultivada em meio Postgate C por 24 horas (DOeoo inicial de 0,05) foi misturada a
25 mL de meio agar (1,5 %) Postgate B fundido. A mistura contendo
aproximadamente 10° UFC mL' foi toda vertida sobre a placa de CCD
posicionada dentro de uma placa de Petri (90 x 15 mm), de modo que a placa
CCD ficou completamente submersa no meio Postgate B. Apds solidificacdo do
meio de cultura, a placa de Petri foi mantida invertida em temperatura ambiente
por 4 horas, para garantir a difus@o dos componentes da placa CCD para o meio
de cultura, e foi incubada em camara de anaerobiose a 30 °C por 48 horas. Areas
claras de inibi¢do foram observadas contra o fundo preto do meio de cultura,
resultante da produ¢io de H»S e sua reagdo com o ion Fe** contido no meio de
cultura. Para revelagdo da placa CCD de referéncia, a mesma foi mergulhada em
solucdo de H2SO4 15 % em etanol (v v'!), o excesso escorrido, e a placa foi
aquecida por aproximadamente 10 segundos utilizando um soprador térmico. Em
seguida, a placa CCD foi mergulhada em solu¢do de vanilina 5 % em etanol (m v°
) e 4cido sulfarico 4 % (v v'!), o excesso escorrido e aquecida utilizando
soprador térmico por aproximadamente 15 segundos. A solugdo de vanilina acida
foi utilizada para intensificar a revelagdo. O fator de retencao (Rf) da fracao ativa
no extrato bruto e no extrato metanodlico foi comparado ao dos padrdes

comerciais.

2.3. Resultados
2.3.1. A¢do antimicrobiana dos extratos brutos de biossurfactantes
Dentre os isolados avaliados, quatro (50 %) produziram extratos contendo

biossurfactantes com acao antimicrobiana contra a BRS D. alaskensis: B. subtilis

TR12, B. subtilis TR22, B. subtilis TR351I e B. subtilis TR47Il. No ensaio de
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difusdo em agar, o extrato bruto obtido de B. subtilis TR47II apresentou o maior
efeito antimicrobiano, com um halo médio de inibicdo de 21,6 mm (Figura 1,
Tabela 3). TR22 e TR12 apresentam halos médios de 18,6 mm e 16,2 mm,
respectivamente, ¢ TR35II mostrou-se o menos eficiente (10,3 mm) (Figura 1).
Destaca-se que todos os extratos continham biossurfactantes em concentracdo
equivalente a 8 vezes a sua concentragdo micelar critica (CMC). De acordo com o
teste de Tukey a 5% de probabilidade, houve diferenga entre os valores médios de
diametro do halo de inibicdo entre esses extratos (Tabela 3). O melhor efeito
antimicrobiano contra D. alaskensis foi obtido com o extrato bruto de B. subtilis
TR471I, sendo esse selecionado para avaliagdo da estabilidade térmica e

investigagdo da molécula ativa.

Figura 1. Atividade antimicrobiana dos biossurfactantes produzidos por Bacillus subtilis
TRA471I (1), B. subtillis TR22 (2), B. subtilis TR12 (3) e B. subtilis TR351I (4) contra a
bactéria redutora de sulfato D. alaskensis (10° UFC mL™") cultivada em meio Postgate C.
Aliquota de 20 pL dos extratos brutos dos biossurfactantes (8 vezes a concentracdo
micelar critica) foi aplicada em pogos de 5 mm de diametro e as placas foram incubadas a
30 °C por 6 dias em camara de anaerobiose.
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Tabela 3. Valores médios do diametro do halo de inibi¢ao contra Desulfovibrio
alaskensis obtidos com os extratos brutos contendo biossurfactantes produzidos
por Bacillus subtilis T4711, B. subtilis TR22, B. subtilis TR12 e B. subtilis TR35II

Extratos brutos Diametro do halo de inibi¢ao (mm)
TR4711 21,62 +£2,96 a
TR22 18,58 1,88 b
TR12 16,16 £1,71 ¢
TR3511 10,29 +£1,37 d

Os halos de inibicao (mm) representam a média = desvio padrao de 3 repeti¢cdes. Médias
seguidas da mesma letra ndo diferem entre si ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste
de Tukey.

2.3.2. Purificagdo do extrato do soxhlet

Oitenta ¢ nove fracdes de 7 mL cada, foram coletadas durante a
purificacdo do extrato do soxhlet por cromatografia em coluna de silica gel. Apos
a fragdo 89, foi utilizado metanol como fase moével e o volume (60 mL) foi
coletado em um tnico frasco.

O fator de retengdo (Rf) dos componentes revelados nas placas de CCD foi
utilizado como parametro para agrupar as fragdes coletadas da coluna em quatro
fragdes principais: F1, F2, F3 e F4 (Figura 2). As fragdes de 4 a 51 foram reunidas
em F1, as fragdes de 52 a 59 foram reunidas em F2, as de 60 a 89 foram reunidas
em F3. O restante da eluicdo apds a fracdo 89 foi coletado em F4. A fracdo F1
apresentou apenas uma mancha, com fator de retengdo (Ryr) de 0,86. F2 também
apresentou Unica mancha, com R semelhante ao da surfactina disponivel
comercialmente (Sigma-Aldrich), R = 0,72. Em F3 foram observadas duas
manchas, com valores de Rr= 0,72 e 0,60. Dentre os componentes da fracdo F4,
foram observadas manchas que indicam Rr semelhantes aos dos padroes

comerciais de iturina A (R¢= 0,30) e fengicina A (R¢= 0,10) (Sigma-Aldrich).
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Figura 2. Cromatografia em camada delgada (CCD) do extrato de Bacillus subtilis
TRA47II extraido em soxhlet. As fragdes do extrato foram purificadas por cromatografia
em coluna e reunidas em F1, F2, F3 ¢ F4 de acordo com o fator de retengdo (Ry) apos
eluicdo em cloroférmio/metanol/agua (65:25:4) e revelagdo com H>SO4 15 % em etanol
(v v'h). (P) Padrdes comerciais de surfactina (R=0,72), iturina A (R=0,30) e fengicina A
(R=0,10).

2.3.3. Investigagdo da fracdo ativa do extrato obtido com uso do soxhlet

No ensaio de susceptibilidade em microdiluigdes, ndo foi observada acao
antimicrobiana do extrato obtido com uso do soxhlet (Figura 3). Isso indicou que
D. alaskensis permaneceu ativa em todas as concentragdes avaliadas. O mesmo
foi observado para as fragdes purificadas em coluna cromatografica (F1, F2, F3 e
F4). No mesmo ensaio, o extrato bruto liofilizado (etapa anterior a separagdo por
soxhlet) inibiu o crescimento de D. alaskensis a partir da concentracdo de 0,625
mg mL'. A auséncia de inibicdo do extrato obtido com uso do soxhlet e das
fragdes purificadas apds essa etapa de extragdo indica uma possivel degradagao da
molécula ativa do extrato de B. subtilis TR47II durante a extracao por soxhlet. A
perda da atividade antimicrobiana pode ter resultado do longo periodo de extragdo
(12 horas) sob temperatura elevada (aproximadamente 70 °C). Para comprovar
esse efeito, foi realizada uma investigacao da estabilidade térmica do extrato bruto
e a adocdo de um método alternativo de extragdo da molécula ativa em

temperatura ambiente.
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Figura 3. Investigacdo da fragdo ativa do extrato do soxhlet contra a bactéria redutora de
sulfato Desulfovibrio alaskensis (10> UFC mL™). Microdilui¢des em meio Postgate B
(100 pL) foram realizadas a partir das solugdes-estoque (5 mg mL™") de cada fragdo em
microplaca de 96 pogos. A incubagdo foi realizada a 30 °C por 48 horas em camara de
anaerobiose. Extrato bruto liofilizado (Eb), extrato do soxhlet (Es), fragdes do extrato do
soxhlet separadas em coluna cromatografica (F1, F2, F3 e F4), C- (meio Postgate B ndo
inoculado), C+ (meio Postgate B inoculado com D. alaskensis). Pogos com coloracdo
preta indicam crescimento bacteriano e atividade de reducdo de sulfato.

2.3.4. Termoestabilidade do extrato bruto de B. subtilis TR4711

O extrato bruto liofilizado mantém a atividade antimicrobiana apos ser
submetido a temperatura de 40 °C por até 12 horas (Tabela 4). No entanto, hd uma
diminui¢do na atividade antimicrobiana com o aumento da temperatura e do
tempo de exposi¢do do extrato bruto a temperaturas acima de 40 °C. A 60 °C, a
concentragdo minima inibitéria subiu de 1,25 mg mL! (30 minutos) para 2,5 mg
mL! (12 horas). Apds 12 horas de incubagdo a 80 °C e apds autoclavagem do
extrato bruto (121 °C por 15 minutos) nao foi observada atividade antimicrobiana
(CMI maior que 2,5 mg mL™).

Embora o extrato bruto de B. subtilis TRA47II tenha apresentado
diminui¢do da atividade antimicrobiana com o aumento da temperatura, as médias
dos diametros de espalhamento de 6leo foram muito semelhantes em todas as

temperaturas avaliadas (Tabela 4). Mesmo apds autoclavagem a 121 °C por 15
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minutos, o didmetro médio do espalhamento de dleo mostrou-se muito semelhante
ao do extrato bruto ndo tratado, 4,76 +0,23 cm e 4,90 +£0,20 cm respectivamente.

Isso demonstra uma excelente termoestabilidade no espalhamento de 6leo.

Tabela 4. Termoestabilidade do extrato bruto de Bacillus subtilis TR4711

Concentragao minima inibitdria * Espalhamento de 6leo
(mg mL™") (cm)
X = 1S5y
Naio tratado 0,625 4,90 +0,20
Tratamentos 30 min 12 horas 30 min 12 horas
40 °C 0,625 0,625 4,46 +0,15 4,70 £0,17
60 °C 1,25 2,5 4,66 0,38 4,50 £0,36
80 °C 1,25 >2.5 4,83 £0,11 4,63 £0,23
100 °C 2,5 nd 4,60 £0,46 nd
121 °C/15 min >2.5 4,76 0,23

" Média do didmetro do espalhamento de 6leo + desvio padrio. Efeito antimicrobiano e
espalhamento de 6leo ndo-determinados (nd).

2.3.5. Extragdo independente do soxhlet

A extracdo em metanol, dispensando-se o uso do soxhlet, manteve a
integridade da molécula ativa do extrato de B. subtilis TR4711. A Figura 4 mostra
o resultado da inibicao do extrato metanolico e do residuo da extragdo no ensaio
de susceptibilidade em microdilui¢des no meio Postgate B. O extrato metanolico
inibiu completamente o crescimento de D. alaskensis em concentragdes tdo baixas
quanto 0,156 mg mL™! e mostrou uma CMI de 0,312 mg mL!. Nenhuma inibi¢io
foi observada com o residuo retido no filtro apés a extragcdo, o que demonstra a
eficiéncia do método de extragdo para recuperacdo da molécula ativa a partir do

extrato bruto.
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Figura 4. Acgdo antimicrobiana do extrato metandlico (Em) de Bacillus subtilis TR4711
contra Desulfovibrio alaskensis (10° UFC mL™). Microdiluigdes em meio Postgate B
(100 pL) foram realizadas a partir das solu¢des-estoque (5 mg mL™) do extrato
metanolico e do residuo da extragdo (R) em microplaca de 96 pogos. A incubagdo foi
realizada a 30 °C por 48 horas em camara de anaerobiose. C- (meio Postgate B nao
inoculado), C+ (meio Postgate B inoculado com D. alskensis). Pogos com coloragdo preta
indicam crescimento bacteriano e atividade de reducdo de sulfato.

2.3.6. Bioautografia do extrato bruto e extrato metandlico

A bioautografia com o extrato bruto e o extrato metandlico de B. subtilis
TR47I1 confirmou a inibicdo contra D. alaskensis ¢ indicou apenas um
componente ativo nos extratos (Figura 5). Apos 48 horas de incubagdo em
camara de anaerobiose, apenas um halo claro foi observado nas linhas de
migracdo das fracdes constituintes de ambos os extratos, contrastando com o
fundo preto do meio Postgate B onde houve o crescimento de D. alaskensis. A
fracdo ativa revelada por bioautografia apresentou fator de retencdo (Rr= 0,24)
semelhante ao do padrdo comercial do lipopeptideo iturina A (Rf= 0,23). Isso
sugere que um lipopeptideo semelhante a iturina, produzido por B. subtilis

TR47II, seja a substancia ativa contra D. alaskensis.
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Figura 5. Atividade antimicrobiana do extrato de Bacillus subtilis TR47II revelada por
bioautografia. (A) Cromatografia em camada delgada do extrato metandlico (Em) a 5 mg
mL"' e dos padrdes comerciais (1 mg mL") de iturina A (1), fengicina A (2) e surfactina
(3), revelados com 4acido sulftirico e vanilina. (B) Bioautografia em meio Postgate B do
extrato bruto (Eb) e Em a 5 mg mL™!, demonstrando inibi¢do do crescimento de
Desulfovibrio alaskensis (10° UFC mL™") ap6s 48 h de incubagdo a 30 °C em cimara de
anaerobiose. Fator de retengdo (Ry) € indicado pelas setas.

2.4. Discussao

Biossurfactantes sdao moléculas amplamente estudadas, dentre outras
caracteristicas, por suas propriedades antimicrobianas (Gudifia et al., 2010; Ines e
Dhouha, 2015). Os biossurfactantes produzidos por bactérias do género Bacillus
destacam-se como um dos mais potentes compostos antibacterianos, sendo
efetivos até mesmo contra patdogenos multi-resistentes (Shaligram e Singhal,
2010; Sriram et al., 2011). Biossurfactantes produzidos por espécies desse género
incluem diferentes lipopeptideos, classificados principalmente na familia das
surfactinas, iturinas e fengicinas, os quais diferem no tipo e comprimento da
cadeia de 4cido graxo e nos aminoacidos da porcao peptidica (Walia e Cameotra,
2015).

Neste trabalho, B. subtilis TR12, B. subtilis TR22, B. subtilis TR351I e B.
subtilis TR4711 produziram extratos brutos contendo biossurfactantes com agao
antimicrobiana contra a bactéria redutora de sulfato D. alaskensis. Essas bactérias

foram isoladas de solos da Ilha da Trindade e caracterizadas como produtoras de
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biossurfactantes por Da Silva et al. (2015). Trindade ¢ uma ilha oceanica
brasileira de origem vulcanica, localizada no Atlantico Sul e distante 1.167 km da
cidade de Vitéria (ES) em diregéo a Africa. O estudo de Da Silva et al. (2015) foi
o primeiro relato da producdo de biossurfactantes por bactérias isoladas
dessa ilha e criou a oportunidade de investigacdes adicionais com esses isolados
por nosso grupo de pesquisas. Neste capitulo, nos relatamos pela primeira vez o
efeito antimicrobiano de extratos brutos de biossurfactantes produzidos por
isolados da Ilha da Trindade, com potencial aplicacdo na industria do petroleo
para o controle do crescimento de BRS.

Embora os extratos brutos de biossurfactantes de B. subtilis TR12, B.
subtilis TR22, B. subtilis TR35II e B. subtilis TR471I tenham sido produzidos sob
as mesmas condi¢des de temperatura, pH e agitacdo, houve diferenga no efeito
antimicrobiano contra D. alaskensis. Uma vez que a composi¢do do meio de
produgdo variou quanto as fontes de carbono e nitrogénio fornecida para cada um
dos isolados, isso pode ter influenciado na composi¢ao das moléculas produzidas
(Liu et al., 2012). Além disso, ¢ preciso destacar que isolados diferentes da
mesma espécie bacteriana produzem perfis distintos de moléculas de
biossurfactantes, mesmo quando cultivados em condicdes similares (Vater et al.,
2002; Yang et al., 2015), o que esta relacionado com aspectos genéticos
intrinsecos de cada isolado. Estudos tém demonstrado que o comprimento e a
composi¢ao dos acidos graxos da cadeia carbonica dos lipopeptideos, bem como a
composi¢do de aminoacidos na sua porcao peptidica, podem resultar em agao
antimicrobiana variavel (Liu et al., 2012; Pathak e Keharia, 2014). Portanto,
provaveis diferencas nas estruturas dos biossurfactantes, resultantes tanto das
condi¢des de cultivo quanto das especificidades de cada isolado bacteriano em
termos de quais moléculas sdo produzidas, justificam as diferengas encontradas
para a atividade antimicrobiana de seus extratos.

O extrato bruto produzido por B. subtilis TR47II foi o mais eficiente em
inibir o crescimento de D. alaskensis. A atividade antimicrobiana desse extrato
nao foi alterada quando o mesmo foi mantido por até 12 horas a 40 °C. Em
temperaturas mais elevadas, houve perda parcial ou nenhuma atividade
antimicrobiana foi detectada, o que justifica a auséncia de inibi¢do apds o extrato

bruto passar pela etapa de extracdo em soxhlet. A temperatura minima de
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operacao do soxhlet foi 64,7 °C, equivalente a temperatura de ebuli¢do do
metanol, o solvente utilizado na extracdo. Deduz-se que a alta temperatura de
extracdo por um periodo prolongado (cerca de 12 horas), na presenga de um
solvente organico, provocou a perda da a¢do antimicrobiana do extrato bruto. Tal
fato ¢ reforcado pelo aumento significativo da CMI do extrato bruto quando o
mesmo foi exposto a 60 °C por 12 horas, a qual passou de 0,625 mg mL™! para 2,5
mg mL!.

A extracdo por soxhlet ¢ um método de extracdo soélido-liquido
comumente utilizado em razdo da facilidade de execucdo, baixo custo do aparato,
alta eficiéncia de extracdo e dispensa da etapa de filtragdo da amostra apds a
extragdo (De Castro e Piegro-Capote, 2010). No entanto, o método ndo ¢
adequado para compostos termicamente instaveis, uma vez que o aquecimento
prolongado durante a extragdo pode levar a degradacdo dos compostos (Paiva et
al., 2004; Ncube et al., 2008). No caso especifico de biossurfactantes, ¢
amplamente reconhecido que os mesmos sdo termicamente estaveis, mesmo
quando submetidos a temperaturas tdo altas quanto 100 °C (Chandankere, et al.,
2014, Liu et al., 2016) ou mesmo a autoclavagem a 121 °C por 20 minutos (Chen
et al., 2012). Essa reconhecida termoestabilidade nos fez optar pelo uso do soxhlet
como metodologia de extracdo nesse trabalho. No entanto, o extrato bruto de B.
subtilis TR47II mostrou perda de atividade antimicrobiana com o aumento da
temperatura, impossibilitando o uso desse método de extracao.

De fato, a maioria dos relatos sobre estabilidade térmica de
biossurfactantes focam em curtos periodos de avaliagdo, entre 15 minutos a 2
horas e relacionam a termoestabilidade somente com a manutencao das atividades
de superficie - tensdo superficial ou espalhamento de dleo -, € ndo com a atividade
antimicrobiana. Liu et al. (2016) verificaram, a partir de medidas da tensdo
superficial, que o extrato de biossurfactante de B. licheniformis Y-1 manteve-se
estavel quando exposto a temperaturas entre 10 e 80 °C durante 2 horas. O mesmo
foi observado para o sobrenadante do cultivo de B. methylotrophicus USTBa
produtor de biossurfactante, que apresentou boa termoestabilidade entre 15 e 100
°C por 15 minutos (Chandankere et al., 2014). Em nosso estudo, ndo houve
diferenca nos diametros de espalhamento de 6leo do extrato bruto de B. subtilis

TR47II nas temperaturas de 40 a 80 °C por até 12 horas, a 100 °C por 30 minutos,
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e mesmo apos autoclavagem a 121 °C por 15 minutos. No entanto, a
termoestabilidade tensoativa nao garantiu a termoestabilidade antimicrobiana. Os
resultados obtidos neste estudo corroboram os de Ayed et al. (2014), que
verificaram diminui¢do da atividade antimicrobiana do extrato de biossurfactante
de B. mojavensis A21 com o aumento da temperatura. Esse biossurfactante
manteve a atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus apds ser
exposto a temperaturas de 60, 70 e 80 °C por 15 minutos, havendo, no entanto,
diminui¢do da atividade antimicrobiana quando a temperatura foi elevada para 90
e 100 °C por 15 minutos.

Em decorréncia da perda de atividade antimicrobiana do extrato contra D.
alaskensis apos a etapa de extragdo com o soxhlet, optou-se por adotar um método
alternativo de extracdo em metanol independente desse aparato, sob agitacdo e em
temperatura ambiente. O extrato metandlico manteve agdo antimicrobiana contra
D. alaskensis e apresentou concentragdo minima inibitéria duas vezes menor que
a do extrato bruto liofilizado. Além disso, nenhuma inibicao foi observada com o
residuo dessa extragdo retido na etapa de filtragem, confirmando a eficiéncia de
extracdo da molécula ativa. A extracdo com metanol em temperatura ambiente
tem sido utilizada para obtencdo de lipopeptideos de B. subtilis (Yang et al.,
2015), incluindo em trabalho de avaliacao de sua atividade antibacteriana (Das et
al., 2008).

A confirmagdo da agdo antimicrobiana do extrato metanolico contra D.
alaskensis e a investigagdo da presenca de diferentes tipos de moléculas ativas no
extrato bruto foram realizadas por bioautografia. A bioautografia, ou detecc¢do
cromatografica da a¢do antimicrobiana, ¢ uma técnica antiga (Fischer e Lautner,
1961), mas ainda muito 1til para se detectarem quais sdo os componentes ativos
de uma amostra contendo uma mistura de moléculas distintas. Por ser uma técnica
simples, rapida e de baixo custo, ela tem sido utilizada para deteccdo e isolamento
de moléculas ativas contra diversos microrganismos (Choma e Grzelak, 2011;
Dewanjee et al., 2015; Kovacs, et al., 2016). Korenblum et al. (2012) utilizaram a
bioautografia para verificar a inibicao do extrato de Bacillus sp. H20-1 contra D.
alaskensis NCIMB 13491. Areas claras de inibi¢do na placa CCD, referentes a
acdo de moléculas de surfactina, foram verificadas ap6s 7 dias de incubacdo em

camara de anaerobiose. Neste trabalho, nés adaptamos a metodologia e
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confirmamos a a¢do antimicrobiana do extrato de B. subtilis TR47II contra D.
alaskensis em apenas 48 horas de incubagdo. A bioautografia com o extrato de B.
subtilis TR47II foi também avaliada adotando-se periodos de incubagdo de 4 ¢ 6
dias (resultados ndo-apresentados). No entanto, nenhuma érea clara de inibi¢ao
adicional foi verificada nas placas CCD bioautograficas, optando-se por isso pela
utilizagdo do menor tempo (48 horas) para avaliacdo do efeito antimicrobiano
contra essa espécie bacteriana.

A area clara de inibicdo correspondente ao extrato bruto e ao extrato
metanolico de B. subtilis TR47II apresentou um fator de retengdo semelhante ao
do padrao comercial de iturina A, indicando que provavelmente um lipopeptideo
da familia das iturinas seja a molécula ativa contra D. alaskensis. Segundo nosso
conhecimento, nao ha relatos da agdo antimicrobiana de iturinas contra BRS. Os
resultados apresentados neste trabalho indicam a possibilidade de um novo
lipopeptideo com potencial de aplicagdo para inibicdo de BRS na industria do

petroleo.

2.5. Conclusoées

Neste estudo, quatro extratos brutos de biossurfactantes, obtidos de B.
subtilis isolados da ilha da Trindade, mostraram a¢do antimicrobiana contra a
BRS D. alaskensis NCIMB 13491. Dentre esses isolados, B. subtilis TR47II foi o
mais efetivo. A bioautografia do extrato de B. subtilis TR47Il indicou que
provavelmente a molécula ativa ¢ um lipopeptideo da familia das iturinas. Os
resultados obtidos incentivam esforgos para purificagdo e caracterizagdo estrutural

de um novo lipopeptideo ativo contra BRS.
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Coproducao de lipopeptideos por Bacillus subtilis TR471I e acao

antimicrobiana contra a bactéria redutora de sulfato Desulfovibrio alaskensis

Resumo

Bacillus subtilis TR4711, isolado da Ilha oceanica da Trindade, produz um
lipopeptideo da familia das iturinas com agdo antimicrobiana contra a bactéria
redutora de sulfato (BRS) Desulfovibrio alaskensis NCIMB 13491. A produgao
de biossurfactante por B. subtilis TR47Il foi avaliada pela medida da tensdo
superficial do meio de cultivo, espalhamento de 6leo e rendimento de extrato
bruto de biossurfactante em meio mineral contendo sacarose como fonte de
carbono e sulfato de amoénio como fonte de nitrogénio. Nesse meio de cultivo, B.
subtilis TR47II produz biossurfactantes compreendendo as principais familias de
lipopeptideos: surfactinas, iturinas e fengicinas. Espectrometria de massas por
ionizacao/dessor¢ao a laser assistida por matriz com analise do tempo de voo
(MALDI-TOF/TOF-MS e MS/MS) foi utilizada para caracterizar os lipopeptideos
das fracdes purificadas por cromatografia em coluna. A deteccdo da acao
antimicrobiana por bioautografia mostrou uma fragdo ativa contra D. alaskensis
com fator de reten¢do semelhante ao do padrdo comercial de iturina A. A analise
por MALDI-TOF/TOF da fragdao ativa mostrou picos com m/z 1043 e 1057
referentes a provaveis moléculas de iturinas e m/z 1463 referente a provavel
lipopeptideo fengicina. Na fracdo ndo-ativa foram detectados homodlogos de
surfactina com m/z 1030, 1044, 1058 e 1072, com a sequéncia peptidica Glu-Leu-
Leu-Val-Asp-Leu-Leu e cadeia lateral Ci3, Ci4, Ci5 € Ci f-hidroxi 4cido graxo,

respectivamente.

Palavras-chave: biossurfactante, Bacillus subtilis, agao antimicrobiana, bactéria

redutora de sulfato, industria do petréleo.
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3.1. Introducio

Bactérias redutoras de sulfato (BRS) sao consideradas o principal grupo de
microrganismos associados a diversos problemas na industria do petréleo,
decorrentes principalmente da producdo de sulfeto de hidrogénio (H2S). O souring
biogénico, como ¢ conhecida a produ¢dao de H>S por BRS, ¢ um problema antigo
na industria de petroleo, e que até hoje tem sido o foco de diversas pesquisas com
o intuito de se desenvolver métodos de prevencao e controle (Johnson et al.,
2017).

BRS constituem um grupo de microrganismos anaerdbios que sdo capazes
de oxidar varios compostos organicos utilizando principalmente o sulfato como
aceptor final de elétrons, resultando na produgdo de H>S (Muyzer e Stams 2008).
Na industria do petroleo, o crescimento de BRS esta associado ao processo de
recuperagdo secundaria do petroleo (Gieg ef al.,2011). Durante esse processo,
dgua do mar ¢ frequentemente utilizada para restaurar a pressdo interna de
reservatorios offshore e aumentar a vazao do petréleo. A injecdo de agua do mar,
rica em sulfato, estimula o crescimento de BRS, as quais podem ainda formar
biofilmes nas instalag¢des, o que dificulta o seu controle (Gieg ef al., 2011).

A concentragdo de sulfato introduzida nos reservatérios depende da fonte
da 4gua de injecdo, a qual pode ser bastante elevada (aproximadamente 30 mmol
L") em operagdes offshore. Considerando que grandes volumes de 4gua do mar
sdo injetados durante o processo, tipicamente 10.000 m? por dia, dependendo do
reservatorio, grandes quantidades de sulfeto de hidrogénio podem ser produzidas
(acima de 1.100 kg/dia) (Hubert e Voordouw, 2007). Embora o H2S possa ser
produzido quimicamente pela dissolu¢do dos sulfetos metdlicos da rocha nos
reservatorios, a maior parte do H»S € produzido pela atividade metabolica de BRS
(Mougin et al., 2007).

O souring biogénico impacta negativamente a industria do petroleo de
diversas maneiras. O H>S ¢ um gas toxico, corrosivo e inflamavel, e ainda
apresenta forte odor desagradavel, o que gera problemas de seguranga e a saude
dos trabalhadores (Reiffenstein et al., 1992, Tang et al., 2009). Além disso, o H>S
diminui a qualidade do oleo extraido e pode provocar entupimento dos
reservatorios decorrente da precipitagao de sulfeto de ferro e, como consequéncia,

aumenta os custos de producdo do petroleo (Gieg et al., 2011).
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Diversas estratégias sdo utilizadas para preveng¢ao e controle do souring na
industria do petroleo, como a remog¢ao de sulfato da agua de injecdo, uso de
inibidores do crescimento de BRS como nitrato e molibdato ¢ utilizacdo de
biocidas (Elmawgoud et al., 2015). O uso de biocidas tem sido a principal
estratégia para o controle de BRS, e investigacdes de novas moléculas ativas tém
sido incentivadas em razdao da seclecdo de BRS resistentes aos biocidas
tradicionalmente utilizados (Xu e Gu, 2015).

Lipopeptideos produzidos por Bacillus sp. sao reconhecidos como agentes
antimicrobianos bastante eficientes contra uma diversidade de microrganismos
(Shaligram e Singhal, 2010; Sriram et al., 2011). Essas moléculas sdo tensoativos
constituidos de um peptideo ciclico ligado a uma cadeia de 4cido graxo (Meena e
Kanwar, 2015). Surfactinas, iturinas e fengicinas sdo as principais familias de
lipopeptideos produzidas e sdo separadas de acordo com a variagdo no tipo e
tamanho da cadeia de 4cido graxo e com a composicdo e tamanho da cadeia
peptidica (Meena e Kanwar, 2015). Esses lipopeptideos apresentam caracteristicas
que sdo desejaveis para aplicacdo na industria do petréleo, como baixa toxicidade,
alta biodegradabilidade, amplo espectro de agcdo antimicrobiana e possibilidade de
serem produzidos a partir de residuos da agroindustria, o que diminui os custos de
producdo (Faria et al., 2011; Lima et al., 2011; Sahnoun et al., 2014).

No capitulo 2 deste trabalho nés verificamos que B. subtilis TR47II,
isolado da Ilha da Trindade (Da Silva et al.,, 2015), produz um extrato de
biossurfactante com a maior a¢ao antimicrobiana contra a BRS Desulfovibrio
alaskensis NCMB 13491 dentre oito extratos de Bacillus sp. avaliados. O estudo
indicou ainda a possibilidade de um lipopeptideo da familia das iturinas ser a
molécula ativa do extrato bruto. Apds buscas na literatura disponivel, ndo foram
encontrados relatos da acdo antimicrobiana de iturinas contra BRS. Considerando
esse fato e as caracteristicas do local de isolamento da bactéria, uma ilha oceanica,
acreditamos que pode se tratar de uma nova molécula ativa contra BRS. Por isso,
no presente estudo, nosso objetivo principal foi purificar e caracterizar

quimicamente a fracdo ativa do extrato de B. subtilis TR47II.



51

3.2. Materiais e métodos
3.2.1. Microrganismos e condigoes de cultivo

B. subtilis TR47I1I foi reativado em meio agar triptona de soja (TSA-Difco)
e incubado por 24 horas sob temperatura de 30 °C. A cultura foi mantida a 4 °C,
sendo repicada mensalmente no mesmo meio de cultivo A bactéria redutora de
sulfato D. alaskensis NCIMB 13491 (Feio et al., 2004) foi mantida a 30 °C em
meio anaerdbio Postgate C (Postgate 1984) contendo (g L'): KH2PO4 (0,5),
NH4Cl (1,0), NaCl (25,0), Na2SO4 (4,5), CaCl2.6H20 (0,06), MgS04.6H20 (0,06),
CsHsNa307.2H,0 (0,1), extrato de levedura (1,0), lactato de s6dio 50 % p v’ (9,4
mL), FeSO4.7H20 (0,004), tioglicolato de sédio (0,1), resazurina 0,25 % (4,0
mL); pH 7,5.

3.2.2. Crescimento e produgdo de biossurfactantes por B. subtilis TR4711
B. subtilis TRATII foi cultivado a 30 °C e 200 rpm por 5 dias, em frasco

Erlenmeyer de 1 L contendo 0,5 L do meio mineral (g L!): K;HPO4 (13,9),
KH>PO4 (2,7), extrato de levedura (0,05), NH4SO4 (1,65); pH 7,0. O meio foi
suplementado apos autoclavagem (121 °C, 15 minutos) com solug¢do de sacarose
(20 g L) e de micronutrientes (50 mL L1) (g L1): EDTA (0,5), MgS0O4.7H>0O
(3,0), MnSO4.H20 (0,5), NaCl (1,0), CaCl..2H20 (0,1), CoCl.6H20 (0,1),
ZnS04.7H20 (0,1), FeSO4.7H,0 (0,1), CuSO4.5H,0 (0,01), NaxMo0O4.2H>0
(0,01), Na04Se (0,01), Na2WO4.2H>O (0,01), NiCl..6H>O (0,02). O ajuste da
densidade optica inicial a 600 nm (DOeoo = 0,05) foi realizado ap6s centrifugacao
(10.000 g por 15 minutos) e lavagem das células (NaCl 8,5 g L1) crescidas por
24 horas em MM contendo glicose (20 g L-1) e NH4NO3 (1,0 g L1).

Aliquotas foram retiradas do meio de cultivo em diferentes tempos até
120 horas de incubagdo para verificacdo do pH, leitura da DOgoonm € verificagdo
da produgdo de biossurfactante pela medida da tensdo superficial, espalhamento
do 6leo e rendimento de extrato bruto de biossurfactante. Para avaliacdo da
producao de biossurfactantes, as células foram removidas por centrifugacdo a
10.400 g por 15 minutos. A tensdo superficial foi determinada pelo método da
placa Wilhelmy em tensidometro Dataphysics modelo DCAT 11EC. Os dados
foram obtidos usando o software SCAT v.3.2.0.84. O espalhamento de 6leo foi

realizado segundo método descrito por Morikawa et al., (2000), com
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modifica¢des. Brevemente, 30 pL. de petroleo foram colocados na superficie de
100 mL de agua destilada em uma placa de Petri (150 x 15 mm). Apds formacgao
de uma pelicula de 6leo sobre a superficie da agua, 10 uL da amostra foram
aplicados no centro da camada de 6leo. A presenca do biossurfactante provoca
dispersdo do 6leo, resultando na formag¢do de um halo claro cujo didmetro foi
medido ap6s 30 segundos da aplicagdo.

O experimento foi conduzido segundo o delincamento inteiramente
casualizado (DIC), com oito tempos de avaliacdes e trés repeticdes do
experimento. Os dados foram analisados por meio de analise de regressdo das
variaveis DOsoonm, pH, tensdo superficial, espalhamento de 6leo e rendimento
bruto de biossurfactante em funcdo do tempo de cultivo. Os modelos foram
escolhidos com base na significancia dos coeficientes de regressdo utilizando o
teste “t” e adotando-se o nivel de 5 % de probabilidade. A escolha dos modelos
foi ainda baseada no coeficiente de determinacdo e no comportamento das

variaveis em estudo.

3.2.3. Obtengdo do extrato bruto dos biossurfactantes de B. subtilis TR4711

O extrato bruto contendo biossurfactantes foi obtido por precipitacao 4cida,
segundo método descrito por Vater ef al., (2002). As células foram removidas do
meio de cultivo por centrifugacao (10.400 g, 15 minutos, 4 °C), o sobrenadante foi
recolhido e o pH ajustado para 2,0 utilizando-se HCI 6 mol L™!. Apos incubagio a
4 °C overnight, o biossurfactante precipitado foi recuperado por centrifugacao
(10.400 g, 20 minutos, 4 °C) e dissolvido em agua destilada, ajustando-se o pH da
solucdo para 7,0. A amostra foi liofilizada por 24 horas e mantida a 4 °C. O
rendimento de produgio de biossurfactantes (g L) foi determinado por meio da

massa do produto liofilizado.

3.2.4. Extracdo e purificagdo dos biossurfactantes produzidos por B. subtilis
TR4711

Aproximadamente 0,2 g de extrato bruto liofilizado foi extraido com
metanol (150 mL) sob agitacdo em agitador magnético por 24 horas. A amostra
foi filtrada em papel-filtro quantitativo de filtragem rapida (@ 12,5 cm; cod.
050154 Vetec) para retencdo do precipitado insoliivel em metanol. O precipitado

foi novamente extraido em metanol por 24 horas, filtrado e o solvente das duas
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extragdes foi evaporado em evaporador rotativo a 40 °C para obtengdo do extrato
metandlico seco.

Para purificagdo, o extrato metanolico foi aplicado em coluna
cromatografica (26 x 5,0 cm) de silica gel 60 (70-230 mesh, Sigma-Aldrich) e
eluido com aproximadamente 800 mL de cloroférmio/metanol/dgua nas
propor¢des de 80:25:3,5 e 65:25:4 (v v'!) sequencialmente. As fragdes coletadas
foram analisadas por cromatografia em camada delgada F»s4 (CCD; 40 x 25 mm;
Sigma-Aldrich), eluidas com cloroformio/metanol/agua (65:25:4). Para revelagao
dos componentes eluidos nas placas CCD, as mesmas foram mergulhadas em
solucdo de H2SO4 15 % em etanol (v v'!), o excesso escorrido, e as placas foram
aquecidas por aproximadamente 15 segundos utilizando um soprador térmico. As
fragdes com fator de reten¢do (Ry) semelhantes foram agrupadas e o solvente foi

evaporado em evaporador rotativo a 40 °C.

3.2.5. Espectrometria de massas por ionizag¢do/dessor¢do a laser assistida por
matriz com andalise do tempo de voo (MALDI-TOF/TOF-MS e -MS/MS)

Analise por MALDI-TOF/TOF foi utilizada para determinar a massa e
elucidar a estrutura do lipopeptideo ativo contra D. alaskensis e de outros
lipopeptideos produzidos por B. subtilis TR47Il. As fracdes principais purificadas
por CCD foram solubilizadas em etanol (Sigma-Aldrich) em concentracio de 2,5
mg mL!. Os padrdes comerciais dos lipopeptideos surfactina, iturina A e
fengicina A (Sigma-Aldrich) foram utilizados em concentragdo de 1,0 mg mL!
em etanol (Sigma-Aldrich). A matriz utilizada foi o 4cido aciano-4-
hidroxicinamico — HCCA (Bruker Daltonics, Alemanha), solubilizado na solugao
de acetonitrila 50 %, acidificada com 4cido trifluoracético 0,1 % (v v'!), para uma
concentragdo final de 10 mg mL!. Para calibragio do método de anélise MS,
foram utilizados peptideos padroes (Peptide Calibration Standard II) (Bruker
Daltonics, Alemanha). Em seguida, 1 pL de amostra e 1 pL de matriz foram
aplicados e homogeneizados em cada spot da placa de ago apropriada para anélise.
Os espectros de MS e MS/MS foram adquiridos em espectrometro MALDI-
TOF/TOF, modelo Ultraflex I1I (Bruker Daltonics).

Para obtencao dos dados de MS, utilizou-se o modo refletivo e positivo,
com uma faixa de detec¢do de 500 a 3400 Da. Para a realizacdo de MS/MS, foi

utilizado o método LIFT no modo positivo, para o qual foram selecionados os



54

ions com maior intensidade em relacdo a razdo massa/carga (m/z). Todos os dados
obtidos foram gerenciados pelo software Flexcontrol, versio 3.3 (Bruker
Daltonics, Alemanha), e os espectros resultantes das analises MS e MS/MS foram
processados com o auxilio do aplicativo FlexAnalysis, versdo 3.3 (Bruker
Daltonics, Alemanha). Os espectros foram analisados manualmente, verificando-
se a diferenca entre picos para se encontrar uma sequéncia candidata para os
lipopeptideos. O sequenciamento foi baseado na semelhanga com os espectros dos
padrdes comerciais dos lipopeptideos € em informagdes obtidas em relato

previamente descrito (Yang et al., 2015).

3.2.6. Investiga¢do da fragcdo ativa e determina¢do da concentra¢do minima
inibitoria (CMI)

As fragdes principais purificadas foram avaliadas contra D. alaskensis pelo
método de susceptibilidade em microdilui¢des no meio Postgate B (Postgate,
1984), contendo (g L!): KH2PO4 (0,5), NH4Cl (1,0), NaCl (25,0), Na2SOs4 (1,0),
MgS04.7H>0 (2,0), CaCl2.2H20 (0,1), extrato de levedura (1,0), lactato de sédio
50 % m v' (7,0 mL), FeSO4.7H,O (0,5), tioglicolato de sodio (0,1), acido
ascorbico (0,1), pH 7,5. As fragdes foram solubilizadas em &agua destilada
anaerdbia (5 mg mL') e esterilizadas por filtragdo (0,2 um) em cAmara de
anaerobiose. Aliquotas de 100 pL foram transferidas para o primeiro pogo de uma
microplaca de 96 pogos (Nest) contendo 100 uL de meio Postgate B (duas vezes
concentrado). A solucao foi serialmente diluida duas vezes, transferindo-se 100
uL da diluigdo anterior para o pogo seguinte contendo 100 uLL de meio Postgate B.
D. alaskensis cultivada em meio Postgate C por 24 horas (DOgoo inicial de 0,05)
foi diluida e inoculada nos pogos para uma concentragdo inicial de
aproximadamente 10° UFC mL'. Todo o procedimento foi realizado em ciAmara
de anaerobiose.

Os pogos das microplacas foram cobertos com um filme adesivo
transparente (Axygen) para evitar a dispersdo do H>S e surgimento de falso
positivo. A incubagdo foi realizada em camara de anaerobiose por 48 horas a 30
°C. O crescimento de D. alaskensis foi detectado pela observagdo de cor preta no
meio de cultivo, causado pela precipitagdo de sulfeto ferroso. A CMI foi
determinada como a menor concentragao da fragdo em que nao houve crescimento

(formagao de precipitado preto). A inibigdo promovida pela fracdo ativa foi
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comparada a obtida com o extrato bruto liofilizado e o extrato metandlico na
mesma concentracdo estoque (5 mg mL™! em 4gua destilada). Meio Postgate B
inoculado com D. alaskensis (10° UFC mL!) e ndo-inoculado foram utilizados
como controles positivo e negativo do experimento, respectivamente. O

experimento foi realizado com 3 repeti¢des.

3.2.7. Bioautografia das fragoes purificadas

O procedimento de bioautografia foi realizado segundo Korenblum et al.,
(2012), com modifica¢des. Aliquotas de 50 uL (5 mg mL"' em metanol) do
extrato metandlico e da fracdo ativa foram aplicadas em uma placa de CCD Fas4
(80 x 40 mm) (Sigma-Aldrich). Outra placa CCD F2s4 (80 x 40 mm) contendo a
fracdo ativa (5 mg mL™!, 50 pL) e os padrdes comerciais (Sigma-Aldrich) dos
lipopeptideos surfactina, iturina A e fengicina A (1 mg mL, 5 uL) foi utilizada
como cromatograma de referéncia. As amostras foram eluidas com o sistema
cloroférmio/metanol/dgua (80:25:3,5 v v!). Apods completa evaporacdo dos
solventes, as placas CCD foram deixadas sob luz UV por 20 minutos em cabine
de seguranga bioldgica e a placa CCD bioautografica foi transferida para camara
de anaerobiose. Aliquota da cultura de D. alaskensis cultivada em meio Postgate
C por 24 horas (DOeoo inicial de 0,05) foi misturada a 25 mL de meio agar (1,5
%) Postgate B fundido. A mistura contendo aproximadamente 10° UFC mL™! foi
vertida de modo a cobrir completamente a placa de CCD posicionada dentro de
uma placa de Petri (90 x 15 mm). Apds solidificacdo do meio de cultura, a placa
de Petri foi mantida invertida em temperatura ambiente por 4 horas e incubada
em camara de anaerobiose a 30 °C por 28 horas. Areas claras de inibicdo foram
observadas contra o fundo preto do meio de cultura. Para revelacao da placa CCD
de referéncia, a mesma foi mergulhada em solucdo de H2SO4 15 % em etanol (v
v, o excesso escorrido, e a placa foi aquecida por aproximadamente 10
segundos utilizando um soprador térmico. Em seguida, a placa CCD foi
mergulhada em solugdo de vanilina 5 % em etanol (m v'!) e 4cido sulfarico 4 %
(v v!), o excesso escorrido e aquecida utilizando soprador térmico por
aproximadamente 15 segundos. O fator de retencdo (Rr) da fracdo ativa foi

comparado ao dos padrdes comerciais.
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3.3. Resultados
3.3.1. Crescimento e producdo de biossurfactantes por B. subtilis TR471]

B. subtilis TR471I foi cultivado por 5 dias a 30 °C e 200 rpm em 0,5 L de
meio mineral contendo sacarose como fonte de carbono. O comportamento das
variaveis Ln(DOsoonm), pH, tensdo superficial, espalhamento de 6leo e rendimento
de extrato bruto de biossurfactante em fung¢do do tempo de incubagdo ¢
apresentado na Figura 1.

B. subtilis TR47TII apresentou crescimento acentuado nas primeiras 9 horas
de incubagdo, caracterizando a fase exponencial de crescimento (Figura 1A). O
valor de Ln(DOgoonm) atingiu o maximo em cerca de 9 horas de cultivo e manteve-
se constante até o final do tempo de incubacgao, caracterizando a fase estacionaria
de crescimento. O pH do meio de cultivo apresentou um declinio acentuado até
um valor minimo de 6,3 em 42 horas de incuba¢do, aumentando lentamente a
partir desse ponto (Figura 1B).

Bons surfactantes sdo capazes de reduzir a tensdo superficial da d4gua de 72
para valores iguais ou menores do que 35 mN m™ (Santos et al., 2016). Nesse
trabalho, a tensdo superficial do meio mineral (72,73 mN m™') apresentou uma
queda acentuada até 6,5 horas de cultivo, no qual atingiu o valor minimo de 29,44
mN m™! (Figura 1C), mantendo-se nesse valor ao longo do restante do periodo de
incubagao. O resultado permite concluir que a concentracdo de biossurfactantes no
meio de crescimento, j& em 6,5 horas de incubagdo, era igual ou superior a
concentracdo micelar critica. Além disso, mostra que a producdo de
biossurfactante por B. subtilis TR471I esta associada ao crescimento populacional,
como indica a reducdo acentuada da tensdo superficial do meio de cultivo,
atingindo o valor minimo em 6,5 horas de incubacdo, durante a fase /og do
crescimento microbiano. Essa observagdao ¢ confirmada pelo aumento do
espalhamento de 6leo.

O espalhamento de 6leo do sobrenadante da cultura apresentou um
comportamento inverso ao da tensdo superficial, como pode ser observado na
Figura 1D. Houve um aumento linear de 0,067 cm h™' no didmetro do halo de
espalhamento de 6leo até 30 horas de incuba¢do, quando se atingiu um maximo de
2,02 cm. Apods esse periodo, o espalhamento de 6leo manteve-se constante,

podendo-se concluir que a produgdo de biossurfactante, nas condi¢des de cultivo
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adotadas, foi interrompida a partir desse momento. Apesar disso, o rendimento de
producao do extrato bruto de biossurfactante aumentou linearmente com o tempo
até o final do periodo de incubagio, com um acréscimo de 0,00653 g L! a cada
hora. O maior rendimento de extrato bruto de biossurfactante foi de 0,784 g L,
estimado ao final do periodo de incubagdo (120 horas).

Rendimentos de biossurfactantes na faixa de poucos miligramas por litro
até aproximadamente 5,0 g L' tém sido reportados para B. subtilis, o que varia
com o isolado, a composicdo do meio de cultura e as condigdes de cultivo
(Mukherjee et al., 2006; Chen et al., 2015; Gudifa et al., 2015). Resultado
semelhante ao obtido neste trabalho foi observado para B. subtilis SPB1, que
mostrou um rendimento de 0,480 g L! apos cultivo por 48 horas em meio mineral
contendo glicose (20 g L'') como fonte de carbono (Ghribi e Ellouze-Chaabouni,
2011). O fato do rendimento do extrato ter aumentado linearmente até o final do
periodo de incubagdo, ao passo que os dados de espalhamento de 6leo indicam a
interrupcao da produgdo de biossurfactantes a partir de 30 horas, indica que, apos
esse periodo, outras substancias sem agdo de superficie, ¢ nao biossurfactantes,
passaram a se acumular no meio de cultivo. Essas substincias, que ndo foram
objeto desse estudo, contribuiram para aumentar a massa do extrato bruto
liofilizado ap6s o tempo de 30 horas, sem, contudo, contribuir com a atividade de

superficie (p.ex., espalhamento de 6leo).
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Figura 1. Crescimento e producdo de biossurfactante por Bacillus subtilis TR4711 a 30 °C
e 200 rpm por 120 horas em meio mineral contendo sacarose como fonte de carbono.
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Figura 1 (continuagio). Crescimento e producdo de biossurfactante por Bacillus subtilis
TR4711 a 30 °C e 200 rpm por 120 horas em meio mineral contendo sacarose como fonte
de carbono. As variaveis densidade oOptica a 600nm (DOesoonm) (A), pH (B), tensdo
superficial (C), espalhamento de 6leo (D) e rendimento de extrto bruto de biossurfactante
(E) foram estimadas em fun¢do do tempo de cultivo. As equagdes de regressdo para as
varidveis sdo apresentadas na figura. © ™ Significativo ao nivel de 1 ¢ 5 % de
probabilidade respectivamente pelo teste “t”.

3.3.2. Purificagdo do extrato metandlico
Foram coletadas 89 fracdes de 7 mL cada durante a purificacdo do extrato
metanolico por cromatografia em coluna. Apds a fracao 89, foi utilizado metanol

como fase movel e o volume (60 mL) foi coletado em um tnico frasco. O fator de
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reten¢do (Rf) dos componentes revelados nas placas de CCD foi utilizado como
parametro para agrupar as fragdes coletadas da coluna em trés fragdes principais:
F1, F2 e F3 (Figura 2).

As fracdes de 4 a 51 foram reunidas em F1, as fracdes de 52 a 89 foram
reunidas em F2 e o volume eluido apos a fragdo 89 foi coletado em F3. A fragdo
F1 apresentou apenas uma mancha, com fator de retencdo (Rf) de 0,86. F2
apresentou uma mancha com Ry semelhante ao da surfactina disponivel
comercialmente (Sigma-Aldrich), R¢= 0,72, e outra mancha com R¢= 0,60. Dentre
os componentes da fracdo F3, foram observadas manchas que indicam Rr
semelhantes aos dos padrdes comerciais de iturina A (Rr= 0,30) e fengicina A (Rr
=0,10) (Sigma-Aldrich). O solvente das trés fragcdes foi evaporado em evaporador

rotativo a 40 °C.

< R:0,30

< R0,10

Figura 2. Cromatografia em camada delgada (CCD) do extrato de Bacillus subtilis
TRA47IL. As fragdes do extrato foram purificadas por cromatografia em coluna e reunidas
em Fl, F2 e¢ F3 de acordo com o fator de retencdo (Ry) apos eluicio em
cloroférmio/metanol/agua (65:25:4) e revelagdo com H,SO4 15 % em etanol (v v'). (P)
Padrdes comerciais de surfactina (R=0,72), iturina A (R=0,30) e fengicina A (R=0,10).
3.3.3. Investigagdo da fragdo ativa e concentragdo minima inibitoria

A fracdo F3 foi a unica fracdo que mostrou atividade antimicrobiana
contra D. alaskensis no ensaio de susceptibilidade em microdiluigdes no meio
Postgate B (Figura 3). D. alaskensis foi capaz de crescer em concentragdes de até
0,039 mg mL! de F3. O efeito inibitério dessa fragdo foi observado em

concentragdes a partir de 0,078 mg mL!. A CMI de F3 foi determinada em 0,156
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mg mL!, correspondendo & menor concentragio que inibiu completamente D.
alaskensis em trés repeticoes do experimento. Houve diminui¢do gradativa no
valor de CMI do extrato bruto liofilizado (0,625 mg mL"), extrato metandlico
(0,312 mg mL) e F3 (0,156 mg mL"). Isso demonstra que a molécula ativa do
extrato bruto de B. subtilis TR471I esta de fato concentrada em F3 (Figura 3).

( )

(mgmL"') 2,5 1,25 0,625 0,312 0,156 0,078 0,039

Figura 3. Concentragdo minima inibitoria (CMI) do extrato de biossurfactantes obtido de
Bacillus subtilis TR47Il contra a bactéria redutora de sulfato Desulfovibrio alaskensis
(10° UFC mL™). Microdilui¢des em meio Postgate B (100 pL) foram realizadas a partir
das solugdes-estoque (5 mg mL™") do extrato bruto (Eb), extrato metanolico (Em) e da
fracdo ativa purificada em cromatografia em coluna (F3). C- (meio Postgate B ndo-
inoculado), C+ (meio Postgate B inoculado).

3.3.4. Bioautografia

A atividade inibitoria do extrato metanolico e da fracdo F3 foi confirmada
por bioautografia em meio Postgate B. Em apenas 28 horas de incubagao, halos
claros e nitidos foram observados na placa de CCD inoculada com D. alaskensis
em camara de anaerobiose (Figura 4). O fator de retencdo de F3 (R = 0,27) foi
semelhante ao do extrato metanolico (R = 0,25) (Figura 4C) e do padrdo
comercial (Sigma-Aldrich) do lipopeptideo iturina A (Rf = 0,24) (Figura 4B),
indicando que provavelmente a molécula ativa de F3 ¢ um lipopeptideo
semelhante a iturina. Nenhum halo de inibicao foi verificado em R¢ préximo ao

do padrao de fengicina (R¢= 0,08).
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Figura 4. Bioautografia para avaliacdo da acdo antimicrobiana do extrato metanolico e da
fragdo ativa F3 purificada do extrato de Bacillus subtilis TR47IIL. (A) Cromatografia em
camada delgada (CCD) do extrato metandlico (Em) e de F3 visualizada sob luz
ultravioleta. (B) CCD de F3 e dos padrdes comerciais de iturina A (1) e fengicina A (2),
revelados com &cido sulftirico e vanilina 4cida. (C) Bioautografia em meio Postgate B do
extrato metanolico e da F3 contra Desulfovibrio alaskensis (10° UFC mL™) apos 28 h de
incubagdo a 30 °C em camara de anaerobiose. Fator de retencdo (Ry) ¢ indicado pelas
setas.

3.3.5. MALDI-TOF/TOF-MS das fragoes F2 e F3
A analise por MALDI-TOF/TOF-MS das fracdes purificadas a partir do

extrato metandlico de B. subtilis TR4A7Il permitiu identificar ions com m/z
correspondentes a provaveis lipopeptideos da familia das surfactinas na fragdo F2,
e das iturinas e fengicinas na fragao ativa F3. O espectro por MALDI-TOF/TOF-
MS da fracdo F1 ndo ¢ apresentado aqui em razdo da baixa intensidade dos picos
e necessidade de andlises adicionais.

Na Figura 5 ¢ apresentado o espectro obtido por MALDI-TOF/TOF-MS da
fracdo F2, a qual apresentou um grupo contendo varias moléculas com a faixa de
m/z 1016 e 1102. Os trés picos com sinal mais intenso foram m/z 1030,6; 1044,6;
1058,6 e 1072,6 (Figura 5 - Detalhe), os quais sdo atribuidos a moléculas de
surfactina (Vater ef al., 2002; Yang et al., 2015).



Intens. [a.u]

e

jy

(=1
o

e
P
1

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

62

1058.736

1058,6
1044,6
1016.662
1030,6 |
O || w076
il 1 _‘ ‘l‘ .I-(‘_ _‘.ul\ A \_
1000.703
—
D 1102719
959.810 | | '
761.065 B2 = JM ;
U.UJ‘I : : ;n.ll. ! I&l L. hl.\ : . . . .
800 1000 1200 1400 1600

m/z

Figura 5. Espectro de massa adquirido por MALDI-TOF/TOF-MS da fra¢do F2 do
extrato metandlico de Bacillus subtilis TR471l. Em detalhe, a ampliacdo dos picos com

sinais mais intensos.

A analise por MALDI-TOF/TOF-MS da fracdo contendo a molécula ativa

(F3), mostrou dois grupos distintos com m/z variando de 1004 a 1087 e com m/z

1424 a 1545 (Figura 6A). Os picos com sinal mais intenso do primeiro grupo

foram os de m/z 1043,5; 1057,5 e 1071,5 (detalhados na ampliacao apresentada na

Figura 6B). Esses picos diferem de 14Da, sugerindo uma série de moléculas

homologas apresentando diferentes comprimentos da cadeia de &4cido graxo

(CH2=14 Da). Tais picos sdo atribuidos a moléculas de iturina (Cho et al., 2003;

Pathak e Keharia, 2014; Yang et al., 2015). No segundo grupo, os picos com m/z
1463, 1477, 1485, 1491, 1503 e 1517 foram os de sinal mais intenso (Figura 6C),

0s quais sdo atribuidos a moléculas de fengicina (Vater et al., 2002; Yang et al.,

2015).
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Figura 6. Espectro de massa adquirido por MALDI-TOF/TOF-MS da fragao ativa (F3)
do extrato metanolico de Bacillus subtilis TR4711 (A). Em detalhe a ampliacdo dos picos
com sinais mais intensos do grupo m/z 1004 a 1087 (B), e do grupo m/z 1424 a 1545 (C).

3.3.6. MALDI-TOF/TOF-MS/MS das fragoes F2 e F3

Os picos mais intensos das fracdes F2 e F3 e as massas semelhantes nos
padrdes de surfactina, iturina A e fengicina A foram analisados por MALDI-
TOF/TOF-MS/MS. Os espectros de MS/MS das massas m/z 1030,6; 1044,6;
1058,6 ¢ 1072,6 da fracao F2 (Figuras 7A, 8A, 9A e 10A respectivamente)
mostram grande semelhanga com os espectros de MS/MS das massas
correspondentes no padrdo de surfactina (Figuras 7B, 8B, 9B e 10B
respectivamente). A sobreposicdo dos respectivos espectros confirma a
semelhanca no perfil de fragmentacdo do padrdo de surfactina e da fracao F2

(Figuras 7C, 8C, 9C e 10C).
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Figura 7. Espectro de massas adquirido por MALDI-TOF/TOF-MS/MS da m/z 1030,6
do lipopeptideo de Bacillus subtilis TR4711 e do lipopeptideo comercial surfactina. (A)
Perfil de massa do lipopeptideo m/z 1030,6 encontrado na fracdo F2; (B) Perfil de massa
do lipopeptideo m/z 1030,6 encontrado no padrdo de surfactina; (C) Sobreposi¢do dos
perfis de massa do lipopeptideo (A) e (B).
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Figura 8. Espectro de massas adquirido por MALDI-TOF/TOF-MS/MS da m/z 1044,6
do lipopeptideo de Bacillus subtilis TR4TIIl e do lipopeptideo comercial surfactina. (A)
Perfil de massa do lipopeptideo m/z 1044,6 encontrado na fracdo F2; (B) Perfil de massa
do lipopeptideo m/z 1044,6 encontrado no padrdo de surfactina; (C) Sobreposicao dos

perfis de massa do lipopeptideo (A) e (B).
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Figura 9. Espectro de massas adquirido por MALDI-TOF/TOF-MS/MS da m/z 1058,6
do lipopeptideo de Bacillus subtilis TR4711l e do lipopeptideo comercial surfactina. (A)
Perfil de massa do lipopeptideo m/z 1058,6 encontrado na fra¢do F2; (B) Perfil de massa
do lipopeptideo m/z 1058,6 encontrado no padrdo de surfactina; (C) Sobreposicao dos
perfis de massa do lipopeptideo (A) e (B).
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Figura 10. Espectro de massas adquirido por MALDI-TOF/TOF-MS/MS da m/z 1072,6
do lipopeptideo de Bacillus subtilis TR4711 e do lipopeptideo comercial surfactina. (A)
Perfil de massa do lipopeptideo m/z 1072,6 encontrado na fragdo F2; (B) Perfil de massa
do lipopeptideo m/z 1072,6 encontrado no padrdo de surfactina; (C) Sobreposicdo dos
perfis de massa do lipopeptideo (A) e (B).
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O ion em m/z 1030,6 encontrado na fragao F2 foi identificado como uma
surfactina contendo um p-hidroxi 4cido graxo de 13 carbonos (Ci3), com uma
sequéncia peptidica Glu-Leu-Leu-Val-Asp-Leu-Leu, cujo ion foi formado pela
associacdo com sodio [M+Na'] (Tabela 1). A Figura 11A mostra a analise por
MALDI-TOF/TOF-MS/MS do ion em m/z 1030,6. Os ions-fragmentos da série
“b” com m/z 590 (b3), m/z 689 (b4), m/z 804 (bS), m/z 917 (b6), e os ions-
fragmentos da série “y” em m/z 154 (yl), m/z 267 (y2), m/z 382 (y3), m/z 481
(y4), m/z 594 (5), m/z 707 (y6) foram todos detectados no espectro (Figura 11A).
A analise dos espectros MS/MS das moléculas em m/z 1044,6, 1058,6 ¢ 1072,6
mostrou a mesma sequéncia peptidica encontrada em m/z 1030,6, bem como uma
diferenga de 14 Da (CHz) na cadeia de acido graxo (Figura 11B-D e Tabela 1).
Isso evidenciou uma série de homologos de surfactina Ci3 (m/z 1030,6), Ci4 (m/z
1044,6), Cis (m/z 1058,6) e Cis (m/z 1072,6) S-hidroxi acido graxo. Os ions
encontrados referentes aos residuos formadores da sequéncia peptidica das séries
“b” e “y” para os ions m/z 1030,6, 1044,6, 1058,6 e 1072,6 sdo mostrados na
Tabela 2.

Tabela 1. Valores de massa referentes as sequéncias encontradas para as
surfactinas na fragdo F2 com p-hidroxi 4cido graxo contendo 13, 14, 15 e 16
carbonos.

Sequéncia Massa
C13 C14 C15 C16
Acido graxo 212 226 240 254
E 129 129 129 129
L 113 113 113 113
L 113 113 113 113
\Y% 99 99 99 99
D 115 115 115 115
L 113 113 113 113
L 113 113 113 113
Na* 23 23 23 23
Total 1030 1044 1058 1072

Acido glutdmico (E); Leucina (L); Valina (V); Acido aspartico (D)
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Figura 11. Espectros MALDI-TOF/TOF-MS/MS dos ions m/z 1030,6; 1044,6; 1058,6 ¢
1072,6 mostrando as sequéncias encontradas para as surfactinas contendo cadeia de
acidos graxos Ci3 a Cis presentes na fragdo F2 do extrato metandlico de Bacillus subtilis
TR4711. (A) MS/MS da surfactina [M+Na]® em m/z 1030,6 contendo a sequéncia
peptidica Glu-Leu-Leu-Val-Asp-Leu-Leu e uma cadeia C;3 de S-hidroxi acido graxo. (B)
MS/MS da surfactina [M+Na]* em m/z 1044,6 contendo a sequéncia peptidica Glu-Leu-
Leu-Val-Asp-Leu-Leu e uma cadeia Ci4 de f-hidroxi 4cido graxo.
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Figura 11 (continuac¢ido). Espectros MALDI-TOF/TOF-MS/MS dos ions m/z 1030,6;
1044,6; 1058,6 ¢ 1072,6 mostrando as sequéncias encontradas para as surfactinas
contendo cadeia de acidos graxos Ci3 a Ci¢ presentes na fragdo F2 do extrato metandlico
de Bacillus subtilis TR471IL. (C) MS/MS da surfactina [M+Na]* em m/z 1058,6 contendo a
sequéncia peptidica Glu-Leu-Leu-Val-Asp-Leu-Leu e uma cadeia C;s de f-hidroxi acido
graxo. (D) MS/MS da surfactina [M+Na]" em m/z 1072,6 contendo a sequéncia peptidica
Glu-Leu-Leu-Val-Asp-Leu-Leu e uma cadeia Cis de f-hidroxi &cido graxo.
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Tabela 2. Tabela de fragmentacao com os valores de m/z dos picos encontrados

nas séries “b” e “y” para a identificagdo da sequéncia peptidica das surfactinas da
fragao F2, com B-hidroxi &cido graxo com 13, 14, 15 e 16 carbonos.

Série “b” m/z Sequéncia m/z Série “y”
Acido graxo 1030
bl - E - y7
b2 - L 707 y6
b3 590 L 594 y5
b4 689 A% 481 v4
b5 804 D 382 y3
b6 917 L 267 y2
b7 1030 L 154 yl
Acido graxo 1044
bl 378 E - y7
b2 491 L 707 y6
b3 604 L 594 y5
b4 703 A% 481 v4
b5 818 D 382 y3
b6 931 L 267 y2
b7 1044 L 154 yl
Acido graxo 1058
bl - E - y7
b2 505 L 707 y6
b3 618 L 594 y5
b4 717 A% 481 y4
b5 832 D 382 y3
b6 945 L 267 y2
b7 1058 L 154 yl
________________ Acido graxo w72 T
bl 406 E - y7
b2 519 L 707 y6
b3 632 L 594 y5
b4 731 \Y% 481 v4
b5 846 D 382 y3
b6 959 L 267 y2
b7 1072 L 154 yl

Valores de m/z ndo encontrados no espectro de massa (-). Acido glutimico (E); Leucina (L);
Valina (V); Acido aspartico (D).



72

Em F3, a fragdo ativa, a andlise por MALDI-TOF/TOF-MS/MS do ion m/z
1043,5 mostrou divergéncia em relacao a intensidade e posi¢ao dos picos com o
espectro MS/MS do ion m/z 1043,5 do padrao de iturina A (Figura 12). Durante o
sequenciamento, foi observado que o padrdo apresentou picos com sinais mais
intensos, o que favoreceu a obten¢do da sequéncia dos residuos, confirmando a
presen¢a de um B-amino acido graxo [M+H]" com 14 carbonos € a sequéncia
peptidica Asn-Tyr-Asn-GIn-Pro-Asn-Ser (Figura 13C). No entanto, para a fragao
F3, a mesma sequéncia para o ion m/z 1043,5 s6 foi obtida apos a habilitagao de
picos de baixa intensidade (Figura 13A). A divergéncia de picos e intensidade de
sinal pode ser exemplificada com o residuo de asparagina (N), o qual foi
encontrado em ambos os perfis. No perfil da fragdao F3 esse residuo apareceu entre
os ions da série “b” com m/z 639 e 525, ambos com intensidade aproximada de
500 unidades arbitrarias (Figura 13B). Ja no perfil do padrio de iturina, 0 mesmo
residuo apareceu entre os ions da série “b” com m/z 638 e 524, com intensidades
proximas de 15.000 e 2.500 respectivamente (Figura 13D).

As caracteristicas de perfis comentadas para o ion com m/z 1043,5 foram
observadas também para o ion com m/z 1057,5, o qual mostrou divergéncia em
relacdo a intensidade e posicao dos picos com o espectro MS/MS do ion m/z
1057,5 do padrao de iturina (Figura 14). Isso pode ser observado para o residuo de
asparagina (N), encontrado em ambos os perfis. No perfil da fracdo F3, esse
residuo apareceu entre os ions da série “b” m/z 652 e 538, ambos com intensidade
aproximada de 200 unidades arbitrarias (Figura 15B). No perfil do padrao de
iturina, o mesmo residuo apareceu entre os ions da série “b” m/z 652 com
intensidade proxima de 8.000 e m/z 538 com intensidade proxima de 1.000

(Figura 15D).
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Figura 12. Espectro de massa adquirido por MALDI-TOF/TOF-MS/MS do ion m/z
1043,5 do extrato de Bacillus subtilis TR471I e do lipopeptideo comercial iturina A. (A)
Perfil de massas do ion m/z 1043,5 encontrado na fragdo ativa F3; (B) Perfil de massas do
ion m/z 1043,5 encontrado no padrao de iturina; (C) Sobreposi¢do dos espectros (A) e

(B).
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Espectro de massa adquirido por MALDI-TOF/TOF-MS/MS do ion m/z 1043,5

sequenciado manualmente. (A) Perfil de massas do ion m/z 1043,5 encontrado na fragdo ativa F3
(B) Detalhe do residuo asparagina (N), encontrado nos fragmentos da série “b” do ion m/z 1043,5
da fragdo F3 (C) Perfil de massas do ion m/z 1043,5 encontrado no padrido de iturina A; (D)
Detalhe do residuo asparagina (N), encontrado nos fragmentos da série “b” do ion m/z 1043,5 do
padrdo de iturina.
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Figura 14. Espectro de massa adquirido por MALDI TOF/TOF-MS/MS do ion m/z
1057,5 do extrato de Bacillus subtilis TR4711 e do lipopeptideo comercial iturina A. (A)
Perfil de massas do ion m/z 1057,5 encontrado na fragdo ativa F3; (B) Perfil de massas do
ion m/z 1057,5 encontrado no padrio de iturina; (C) Sobreposi¢do dos espectros (A) e

(B).
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Figura 15. Espectro de massa adquirido por MALDI TOF/TOF-MSMS do ion m/z 1057,5,
sequenciado manualmente. (A) Perfil de massas do ion m/z 1057,5 encontrado na fragdo ativa F3;
(B) Detalhe do residuo asparagina (N) encontrado nos fragmentos da série “b” do ion m/z 1057,5
da fragdo F3; (C) Perfil de massas do ion m/z 1057,5 do padrio de iturina; (D) Detalhe do residuo
asparagina (N) encontrado nos fragmentos da série “b” do ion m/z 1057,5 do padrao de iturina.
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No segundo grupo de massas encontrado na fra¢do ativa F3, o ion m/z
1463,8 apresentou maior intensidade de sinal em relagdo aos demais ions na
analise por MALDI-TOF/TOF-MS, sendo por isso utilizado para andlise no modo
MS/MS. Na Figura 16, ¢ possivel observar divergéncia tanto em intensidade do
sinal quanto em distribui¢do dos picos de MS/MS do referido ion (Figura 16A),
em compara¢ao com o espectro MS/MS do padrao de fengicina A (Figura 16B).

Durante as analises de identificacdo, nao foi possivel obter uma sequéncia
satisfatoria do ion m/z 1463,8 tanto para a F3 quanto para o padrao de fengicina.
No entanto, alguns ions importantes foram observados nos espectros de F3,
quando o mesmo foi sobreposto ao espectro do padrao de fengicina: m/z 226 e 389
(Figura 16C), os quais representam uma tirosina na série “b”; m/z 966 e 1080
(Figura 16D), os quais podem representar uma ornitina na série “y”. Esses ions
evidenciam a existéncia de fengicina nessa faixa de massa da fracdo F3, pois
podem ser observados tanto no padrdo, quanto em trabalho anterior usado como
referéncia (Yang et al., 2015). Esses autores identificaram a presenca de fengicina
em uma fragdo de lipopeptideos sintetizados por B. subtilis THY-7, usando
MALDI-TOF/TOF. Nos espectros de MS/MS do ion m/z 1463 adquiridos pelos
autores, apareceram os fragmentos m/z 115, 226 e 389 na série “b”, sendo que os
dois ultimos representam uma tirosina. Na série “y”, apareceram os fragmentos
m/z 966 e 1080, os quais compunham um grupo de ions com maior intensidade de
sinal do espectro e representam o residuo de ornitina. No espectro de MS/MS da
fracdo F3, os referidos ions encontrados também apresentaram sinais com maior
abundancia relativa, quando comparados com o restante dos ions do espectro

(Figura 16A). Tais ions também foram observados no espectro do padrio de

fengicina (Figura 16B).
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Figura 16. Espectro de massa adquirido por MALDI TOF/TOF-MS/MS do ion m/z 1463,8 do
extrato de Bacillus subtilis TR47II e do lipopeptideo comercial fengicina A. (A) Perfil de
massas do ion m/z 1463,8 encontrado na fragao ativa F3; (B) Perfil de massas do ion m/z 1463,8 do
padrdo de fengicina; (C) Detalhe dos ions m/z 226 ¢ 389 em sobreposi¢do dos espectros (A) e (B),
0s quais representam uma tirosina na série “b”; (D) Detalhe dos ions m/z 966 e 1080, em
sobreposi¢ao dos espectros (A) e (B), os quais podem representar uma ornitina na série “y”.
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3.4. Discussao

Lipopeptideos produzidos por Bacillus spp. constituem uma das principais
classes de biossurfactantes, conhecidos por suas excelentes propriedades
tensoativas e antimicrobianas. Essas caracteristicas os tornam moléculas de
grande interesse da comunidade cientifica e do setor industrial (Liu et al., 2016).
Na industria do petroleo, as principais aplicagdes dessas moléculas incluem a
biorremediacdo de areas contaminadas e estratégias de recuperacdo do petréleo
melhorada por microrganismos (Chen et al., 2015; Liu et al., 2016). Além disso,
como resultado da reconhecida atividade antimicrobiana contra diversos
microrganismos, essas moléculas tém sido foco de estudos para o controle do
crescimento de BRS (Korenblum et al., 2012), as quais sdo causadoras de um dos
principais problemas na industria do petréleo: o souring biogénico (Johnson et al.,
2017).

Neste estudo, uma fracao ativa do extrato bruto de B. subtilis TR47II com
acdo antimicrobiana contra a BRS D. alaskensis NCIMB 13491 foi purificada e
caracterizada quimicamente. Ha poucos relatos sobre o isolamento e
caracterizagdo quimica de lipopeptideos com agdo antimicrobiana contra BRS.
Recentemente, El-Sheshtawy et al. (2015) isolaram um lipopeptideo produzido
por B. licheniformis capaz de inibir um consorcio de BRS. No entanto, a
composi¢do quimica do lipopeptideo nao foi elucidada. Korenblum et al. (2012)
utilizaram o extrato de biossurfactante de Bacillus sp. H20-1 contra a BRS D.
alaskensis NCIMB 13491, o mesmo isolado do presente trabalho. O principal
componente antimicrobiano foi identificado como homodlogos de surfactina
contendo a sequéncia peptidica Glu-Leu-Leu-Val-Asp-Leu-Leu e variando na
cadeia de f-hidroxi 4cido graxo Ci3, Ci4, Cis € Cie.

No nosso estudo, a fragdo ativa (F3) do extrato de B. subtilis TRATII
contra D. alaskensis NCIMB 13491, mostrou um fator de retengao semelhante ao
do padrao comercial de iturina, quando analisada por bioautografia em meio
Postgate B. A andlise por MALDI-TOF/TOF-MS da fracdo ativa mostrou dois
grupos distintos em m/z correspondentes a provaveis lipopeptideos da familia das
iturinas (m/z 1004 a 1087) e fengicinas (m/z 1424 a 1545) (Vater et al., 2002,
Yang et al., 2015). Alguns ions de maior intensidade nesses espectros foram

analisados por MALDI-TOF/TOF-MS/MS. A analise dos ions m/z 1043 ¢ 1057 no
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primeiro grupo, mostrou evidéncias da presenga de iturina, uma vez que
apresentou picos referentes aos residuos de sua sequéncia, embora em baixa
intensidade. Os ions m/z 1043, 1057 ¢ 1071 em F3, diferem em 14 Da, sugerindo
ainda uma série de moléculas homologas. Cho et al. (2003) encontraram os
mesmos picos em m/z compondo os lipopeptideos antifungicos produzidos por B.
subtilis KS03. O espectro por MALDI-TOF/TOF-MS/MS do ion m/z 1043 obtido
pelos autores foi o mesmo obtido para a iturina A comercial.

Hé evidéncias ainda da presenca de fengicina compondo a fragao F3, tais
como os fragmentos m/z 226 e 389, m/z 966 e 1080, os quais fazem parte da
sequéncia de tal lipopeptideo. Tais fragmentos foram igualmente encontrados no
espectro MALDI-TOF-MS/MS do ion m/z 1463,8 do lipopeptideo fengicina Cie,
[M+H]" 6-Ala reportado por Yang et al., (2015). Em nosso estudo, a dificuldade
de conclusdo da analise da fragdo ativa F3 decorre da complexidade da fracao e da
presenga de provaveis impurezas na amostra. A purificagdo adicional dos dois
grupos de m/z encontrados na fracdo ativa F3 ird contribuir para uma melhor
resolu¢do da andlise por MALDI-TOF/TOF-MS/MS e, consequentemente, para
confirmar a estrutura quimica do lipopeptideo (possivelmente iturina) ativo contra
D. alaskensis. Além disso, a purificagdo e caracterizagdo estrutural da molécula
ativa devera contribuir para se elucidar seu modo de agdo contra D. alaskensis.

A andlise por MALDI-TOF/TOF-MS/MS confirmou que B. subtilis
TR471I produz ainda homodlogos de surfactina, os quais foram identificados a
partir da fragdo ndo-ativa F2. Os ions em m/z 1030, 1044, 1058 e 1072 foram
identificados como adutos de s6dio da surfactina [M+Na"] contendo um S-hidroxi
acido graxo de 13, 14, 15 e 16 carbonos, respectivamente, com a sequéncia
peptidica Glu-Leu-Leu-Val-Asp-Leu-Leu, a mesma sequéncia encontrada na
fracdo ativa de Bacillus sp. H20-1(Korenblum et al., 2012). Isso indica que
provavelmente a surfactina com a cadeia de acido graxo Cie seja a molécula ativa
no extrato produzido por Bacillus sp. H20-1, uma vez que ela foi identificada no
extrato metanodlico de B. subtilis TR4711 com menor intensidade.

A coprodugao de lipopeptideos tem sido relatada em outros estudos. Sun et
al., (2006) relataram a coproducdo de fengicinas e surfactinas por B.
amyloliquefaciens ES-2. B. subtilis THY-7 produz uma mistura de lipopeptideos

constituida por iturina, fengicina e surfactina (Yang et al., 2015). Bacillus sp.
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LBBMA 111A produz uma mistura de provaveis homdlogos de iturinas,
surfactinas e fengicinas (Lima et al., 2008). A coproducao de lipopeptideos por B.
subtillis TR47Il confere uma vantagem adicional para o controle de BRS na
industria do petroleo, o qual constitui um grupo muito amplo que inclui varios
géneros e espécies de bactérias gram positivas € negativas, bem como membros
do dominio Archaea. Aqui, um lipopeptideo, provavelmente iturina, foi
inequivocamente eficiente contra o isolado D. alaskensis NCIMB 13491. Os
demais lipopeptideos produzidos por B. subtilis TR47II tém grande potencial de
serem eficientes contra outros isolados de BRS, o que deve ser foco de
investigagodes futuras.

Este ¢ o primeiro relato da purificagdo e caracterizagdo quimica de
biossurfactantes produzidos por isolado da Ilha da Trindade, bem como de sua
acdo antimicrobiana contra BRS. Trindade é uma ilha oceanica brasileira de
origem vulcanica, distante 1167 km do continente, localizada no Atlantico Sul. O
isolamento geografico, a biodiversidade unica e solos com caracteristicas
diferentes daquelas encontradas em areas continentais, sao fatores que t€ém atraido
a atencdo para pesquisas em ilhas oceanicas, incluindo o isolamento e estudo de
microrganismos e de comunidades microbianas (Da Silva ef al., 2015; Pylro et al.,
2015; Morais et al., 2016; Rodrigues, 2016). Este estudo incentiva a continuidade
das pesquisas naquele local e abre a oportunidade de descoberta de novas
moléculas ativas que possam ser aplicadas no setor industrial, particularmente na

industria de petrdleo.

3.5. Conclusées
A fracdo ativa contra D. alaskensis NCIMB 13491 purificada do extrato de

biossurfactantes de B. subtilis TR47II apresentou fator de retencdo semelhante ao
do padriao de iturina A em ensaio de bioautografia. A andlise por MALDI-
TOF/TOF-MS dessa fragdo revelou picos em m/z correspondentes a provaveis
lipopeptideos das familias de iturinas e fengicinas. Evidéncias da presenca desses
lipopeptideos na fragdo ativa foram obtidas por MALDI-TOF/TOF-MS/MS. A
analise MS/MS da fracdo ndo ativa contra D. alaskensis revelou ainda a producao
dos homologos de surfactina Ci3, Cis, Ci5 € Cis por B. subtilis TR4TIL, com a

sequéncia de aminoacidos Glu-Leu-Leu-Val-Asp-Leu-Leu na cadeia peptidica.
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Conclusoes Gerais

Nosso estudo descreve, pela primeira vez, a acdo antimicrobiana contra
BRS de extratos brutos contendo biossurfactantes obtidos de isolados da Ilha da
Trindade. B. subtilis TR12, B. subtilis TR22, B. subtilis TR35I1 e B. subtilis
TRA471I inibiram o crescimento da BRS Desulfovibrio alaskensis NCIMB 13491
em concentracdo de 8 vezes a CMC. Dentre eles, B. subtilis TR47II apresentou
extrato bruto com melhor efeito antimicrobiano, ¢ por isso foi selecionado para
investigacdo da molécula ativa.

A fragdo ativa purificada do extrato metanolico de B. subtilis TR4711
mostrou fator de retengdo semelhante ao padrdo comercial de iturina A em
avaliagdo por bioautografia e andlises por MALDI-TOF/TOF-MS mostraram
picos em m/z correspondentes a provaveis lipopeptideos dessa familia. Andlises
por MALDI-TOF/TOF-MS/MS dos picos mais intensos evidenciaram fragmentos
correspondentes a esses lipopeptideos, mas em baixa intensiva. A fragdo ativa
mostrou ainda picos em m/z correspondentes a provaveis lipopeptideos da familia
das fengicinas, mas nenhuma ag¢do antimicrobiana foi verificada por essas
moléculas por bioautografia. Homologos de surfactinas com a sequéncia peptidica
Glu-Leu-Leu-Val-Asp-Leu-Leu e variagdo na cadeia lateral em Ci3, Ci4, Ci5 € Cis
S-hidroxi acido graxo, respectivamente, foram identificados na fragdo ndo-ativa
do extrato de B. subtilis TR47IIL.

Esse ¢ o primeiro relato de um provavel lipopeptideo iturina com agao
antimicrobiana contra BRS. Os resultados obtidos aqui abrem a oportunidade de
caracterizacdo de uma nova molécula ativa contra BRS. Além disso, incentivam
pesquisas futuras para avaliacdo do extrato de B. subtilis TR4A7II contra outros
isolados de BRS, potencializando sua aplica¢do na industria do petrdleo para o

controle do souring biogénico.



