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RESUMO

Surfactantes tém sido empregados na recuperacdo tercidria de petroleo em reservatorios
maduros. A injecdo de surfactantes ¢ utilizada para alterar a molhabilidade da rocha e reduzir a
tensdo interfacial entre 6leo-dgua, aumentando o fator de recuperagdo de 6leo do reservatorio.
O aumento da demanda por tecnologias verdes tem impulsionado o mercado mundial dos
biossurfactantes e estimulado as pesquisas por novos compostos. Nesse contexto, este estudo
avaliou as propriedades tensoativas de biossurfactantes produzidos por bactérias previamente
isoladas de sedimentos de manguezais do Ceard, visando futuras aplicacdes na recuperagao
avancada de petroleo (MEOR). A partir de uma triagem guiada para a selecdo de estirpes de
bactérias produtoras de biossurfactantes foram identificadas 14 estirpes promissoras de
Bacillus. Os biossurfactantes purificados foram caracterizados por espectroscopia de
infravermelho, calorimetria exploratoria diferencial e espectrometria de massas, e tiveram suas
propriedades tensoativas aferidas sob condi¢des extremas de temperatura, salinidade e pressao
e avaliados quanto a ecotoxicidade. Os biossurfactantes foram confirmados como lipopeptideos
das familias surfactinas, iturinas e fengicinas. Detectou-se também um novo composto de m/z
1629 com atividade desemulsificante. Oito estirpes se destacaram por produzirem
majoritariamente isoformas de surfactina, que ¢ um dos mais potentes biossurfactantes
conhecidos, e seis por produzirem bacilomicina e iturinas. Todos retiveram atividade de
reducdo da tensdo superficial, emulsificagdo e dispersao de 6leo apds autoclavacao (121 °C/15
min) e pressdo de 600 bar. A determinagdo da concentracdo micelar critica de doze desses
tensoativos variou de 5,34 a 26,78 mg/L. Nove desses produtos formaram emulsdes agua/6leo
estaveis em presenca de 100-150 g/L. de NaCl e todos suportaram temperatura de até 250 °C.
Dentre os quatorze biossurfactantes, doze foram capazes de inverter a molhabilidade de rocha
carbonatica a 50 mg/L, superando o surfactante sintético dodecil sulfato de sddio (SDS). Os
biossurfactantes ndo apresentaram toxicidade contra nduplios de Artemia salina. Com base nas
caracteristicas de emulsificacdo, reducdo de tensao, e molhabilidade, além da estabilidade sob
condi¢des de salinidade, temperatura e pressdo comumente encontrados em reservatdrios
carbondticos se destacaram aqueles produzidos pelas estirpes TIM 03 e TIM 96, identificadas
como B. amyloliquefaciens, e ICA 24, identificada como B. vallismortis, para aplicagdes futuras

em MEOR ex situ.

Palavras-chave: Biossurfactantes. Bacillus. Lipopeptideos. MEOR.



ABSTRACT

Surfactants have been used in the enhanced oil recovery of mature reservoirs. Injection of
surfactants are used to alter rock wettability and reduce interfacial tension between oil and
water, increasing the oil recovery factor of the reservoir. The increased demand for green
technologies has boosted the world market for biosurfactants and stimulated research for new
compounds. In this context, this study evaluated the tensoactive properties of biosurfactants
produced by previously isolated bacteria from Ceard mangrove sediments, towards future
applications in enhanced oil recovery (MEOR). A guided screening selected 14 biosurfactant-
producing strains, identified as Bacillus. The purified biosurfactants were characterized by
infrared spectroscopy, differential scanning calorimetry and mass spectrometry, their
tensioactive properties were measured under extreme conditions of temperature, salinity and
pressure and evaluated for ecotoxicity. The biosurfactants were confirmed as lipopeptides of
the surfactin, iturin and fengycin families. A new compound of m/z 1629 with de-emulsifying
activity was also detected. Eight strains have been shown to produce predominantly isoforms
of surfactin, being considered one of the most potent biosurfactants known, and six for
producing bacilomycin and iturins. All retained surface tension reduction, emulsification and
oil dispersion activity after 121 °C/15 min and pressure of 600 bar. The determination of the
critical micelle concentration of twelve of these surfactants ranged from 5.34 to 26.78 mg/L.
Nine of these products formed stable water/oil emulsions in the presence of 100-150 g/L NaCl
and all supported temperatures up to 250 °C. Among the fourteen biosurfactants, twelve were
able to invert the wettability of carbonaceous rock at 50 mg/L, surpassing the synthetic
surfactant sodium dodecyl sulfate (SDS). The biosurfactants did not present toxicity against
Artemia salina nauplii. Based on the values of emulsification, surface tension reduction and
inversion of wettability, summed to the stability under conditions of salinity, temperature and
pressure commonly found in carbonate reservoirs, in this study two the biosurfactants produced
by TIM 03 and TIM 96, identified as B. amyloliquefaciens, and ICA 24, identified as B.

vallismortis, stood out towards ex situ MEOR applications.

Keywords: Biosurfactants. Bacillus. Lipopeptides. MEOR.
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1 INTRODUCAO

A longevidade da utilizagdo de petrdleo na matriz energética mundial depende da
descoberta de novos reservatorios e/ou do aumento do fator de recuperacdo de oleo dos
reservatorios. Considerando as remotas chances de descobertas de novos grandes reservatorios,
como os do pré-sal do Brasil, uma parte significativa da produgdo futura de 6leo e gas virad de
campos maduros, principalmente quando o declinio da producgdo for superado por meio de
tecnologias mais eficientes de extragao de 6leo desses reservatdrios.

A estratégia inicial de recuperacdo de petroleo envolve rendimentos naturalmente
baixos, de 10 - 20%, e dependem basicamente da pressdo natural do reservatério. O aumento
desse rendimento para 40 - 50% envolve a injecdo de fluidos no reservatorio para a retirada do
6leo, sendo nomeada recuperagdo secundaria. No entanto, mesmo apos estagios de recuperagao
primaria e secundaria, aproximadamente metade ou até 2/3 do petrdleo continua inacessivel,
requerendo um terceiro estdgio de recuperagdo. Atualmente, a recuperagdo melhorada do
petréleo por métodos quimicos (CEOR — do inglés Chemical Enhanced Oil Recovery) ¢ a
tecnologia mais utilizada, podendo aumentar a recuperagdo em até 30%. Esta tecnologia inclui
o uso de gases, polimeros e surfactantes sintéticos. Além dessa, a industria do petréleo pode se
beneficiar com a recuperagdo avancada de petréleo por microrganismos (MEOR — do inglés
Microbial Enhanced QOil Recovery), uma tecnologia ecologicamente sustentavel para a
recuperagdo terciaria do petréleo, pois utiliza tanto microrganismos quanto seus produtos
metabolicos, andlogos aos usados no processo de CEOR, tais como gases, biossurfactantes,
biopolimeros, solventes, biomassa e 4dcidos organicos.

Outro componente desafiador na recuperagdo de petrdleo ¢ que as reservas mais
expressivas do mundo estdo localizadas em reservatorios carbonaticos, onde se encontram
grandes variagdes na permeabilidade do reservatério e uma molhabilidade de rocha
desfavoravel, ou seja, rocha molhavel ao 6leo. A molhabilidade da rocha do reservatdrio pode
ser alterada, passando de molhéavel ao 6leo para molhavel a 4gua, aumentando-se a absor¢do de
agua na rocha saturada de 6leo, o que facilita o escoamento do 6leo e aumenta a sua
recuperagdo. Essa inversao de molhabilidade da rocha pode ser conseguida com a aplicagdo de
surfactantes capazes de reduzir a tensdo interfacial entre a rocha, o dleo e a 4gua, como também
pela alteragdo direta da molhabilidade da rocha.

Surfactantes sdo moléculas anfipaticas com atividade de superficie que podem ser
obtidas por processos quimicos (sintéticos) ou de fontes naturais (biossurfactantes). As
propriedades dos surfactantes tornam-os adequados para uma ampla gama de aplicagdes

industriais incluindo detergéncia, emulsificacdo, desemulsificacdo, lubrifica¢do, capacidade
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espumante, capacidade molhante, solubilizacio e dispersdo de fases. Embora os
biossurfactantes sejam potencialmente mais vantajosos do que os surfactantes sintéticos, a
maioria deles ainda ndo ¢ comercialmente competitiva devido ao alto custo de producdo e o
baixo rendimento nos processos de producdo. A demanda da sociedade por produtos
ecologicamente mais seguros justifica o crescente interesse do mercado global por
biossurfactantes. Ressalta-se que para algumas aplicagdes, como a dispersao de 6leo derramado
no mar, os estudos sdo favordveis a utilizacdo de biossurfactantes como agentes dispersantes
em substitui¢do aos surfactantes quimicos, tendo em vista a reconhecida ecotoxicidade destes
ultimos.

Os surfactantes sdo utilizados em praticamente todos os setores da industria do
petroleo, da extracdo do 6leo ao seu refino. Além disso, estudos vém confirmando o sucesso do
emprego de biossurfactantes e/ou estirpes produtoras em MEOR. Portanto, o mercado global
de biossurfactantes vem crescendo e alavancando a busca por novas estirpes produtoras, novas
fontes de biossurfactantes e novos protocolos moleculares para a produ¢do massiva desses
compostos.

Um ambiente de alta produtividade biolodgica como os manguezais constitui fonte
inestimavel de novas estirpes e novos metabdlitos microbianos. Os manguezais sao
ecossistemas costeiros encontrados apenas em regides tropicais e subtropicais, caracterizados
por seus sedimentos lamosos, andxicos e salinos. A singularidade dos manguezais ¢
reconhecida pelas adaptacdes de suas espécies de plantas para viverem nesses ambientes
sujeitos a variagdes de temperatura, oxigénio, nutrientes e salinidade devido ao regime das
marés. Supde-se que os microbiomas associados aos sedimentos desses ecossistemas também
apresentem adaptagdes a essas condi¢des flutantes e produzam metabolitos de valor
biotecnoldgico.

Neste contexto, este estudo teve por objetivos avaliar a produgdo de
biossurfactantes por estirpes de bactérias isoladas de sedimentos de manguezais e realizar a
caracterizagdo quimica, bioldgica e fisica destes compostos, visando aplicagdes em recuperagao

terciaria de petréleo.
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2  REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Petroleo: cenario atual

O petrdleo ¢ o mais importante recurso energético e matéria-prima para a industria
quimica. Essa matriz energética impulsionou o desenvolvimento do mundo moderno e a
economia global no século passado (DE ALMEIDA et al.,, 2016) e ainda ¢ a principal fonte de
energia no mundo.

A teoria mais aceita ¢ que o petroleo provém de transformagdes quimicas e
bacterianas da matéria organica acumulada por milénios em rochas de reservatorios de bacias
sedimentares, submetida a altas temperaturas e pressao. Este 6leo ¢ constituido essencialmente
por uma mistura de hidrocarbonetos, podendo conter outros elementos como enxofre, oxigénio,
nitrogénio e elementos tragos. Sua composi¢ao pode variar de acordo com o campo produtor e
até entre pogos do mesmo campo. Essa composicio ¢ com relagdo a proporcdo de
hidrocarbonetos saturados, aromaticos e nao hidrocarbonetos, representados, respectivamente,
por alcanos, benzenos e toluenos no estado liquido (CARDOSO, 2012).

De acordo com Anuario Estatistico de Petroleo, Gas Natural ¢ Biocombustiveis
(2018), as reservas mundiais de petréleo atingiram a marca de 1,7 trilhdes de barris, mantendo
praticamente o mesmo patamar alcangado em 2016. Deste total, 71,8% das reservas pertencem
aos membros da Organiza¢do dos Paises Exportadores de Petréleo (OPEP), sendo o Oriente
Médio o maior detentor de reservas petroliferas do mundo (47,7% do total). As reservas das
Américas Central e do Sul representam 19,5% do total mundial, o que configura algo em torno
de 330,1 bilhdes de barris. O volume de petroleo produzido no mundo em 2017 aumentou em
relacdo a 2016, passando de 92 milhdes de barris/dia para 92,6 milhdes de barris/dia.

Os reservatdrios do pré-sal estdo entre as mais importantes descobertas de 6leo na
ultima década, colocando o Brasil numa posi¢do estratégica no cenario global dos detentores
de grandes reservas de petroleo. O pré-sal ¢ composto por grandes acumulagdes de oleo leve,
de excelente qualidade e com alto valor comercial. O Brasil ocupa a 10* posi¢ao no ranking
mundial de produtores de petréleo, depois de um aumento de 4,2% na comparagdo anual, isto
corresponde a 3% do total mundial e a um total de 957 milhdes de barris (ANP, 2018).

A demanda mundial por energia continua crescendo a uma taxa elevada e a
estimativa ¢ que haja um aumento de 50% até 2030 (ALVAREZ et al., 2015). De acordo com
a Agéncia Internacional de Energia serdo necessarios mais de 100 milhdes de barris por dia de
petroleo para suprir a demanda energética mundial em 2021 (IEA, 2016). Para atender a essa

crescente demanda energética hd uma extrema necessidade de produzir cada vez mais petrdleo
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(SEN, 2008). Isso pode ser feito em virtude da exploragdo e descoberta de novos campos de
petréleo ou pelo aumento do fator de recuperagdo de reservatorios maduros. Estima-se um
aumento de 1,7% barris/ano entre os anos de 2000 a 2030. O consumo de petréleo deve chegar
a 15,3 bilhoes de toneladas anuais. Se os niveis atuais de consumo mundial forem mantidos, as
reservas de petroleo disponiveis atendem a essa demanda por apenas 40 anos (DE ALMEIDA
etal., 2016).

Diversos impactos ambientais negativos podem advir da atividade de perfuragao de
novos pogos de petrdleo, tais como: danos a fauna e flora devido a remog¢ao da vegetacdo no
local onde sera perfurado o pogo; erosdo provocada pela destruicao da vegetacao; agressdes ao
meio ambiente causadas pelos residuos dos fluidos de perfuracdo, fragmentos das rochas
(cascalhos) perfuradas dispostos em diques de perfuracdo e/ou percolagdo de contaminantes
para lengois freaticos; e contaminagdo dos lengdis freaticos e aqiiiferos subterraneos, causada
por perdas dos fluidos de perfuragdo para as formagdes geoldgicas durante a perfuragdo;
emissdo de gases; geragdo de ruidos e vibragdes, dentre outros (MARTINS et al., 2015). Assim,
novas metodologias de recuperagdo avancada de petroleo (EOR) precisam ser encontradas para
explorar ao méaximo as reservas petroliferas (LI; ANASTAS, 2012) a de maneira sustentavel.
Esses métodos tentam superar os principais obstaculos a recuperagdo eficiente do petroleo,
como a baixa permeabilidade de reservatdrios, a alta viscosidade do petroleo bruto e as elevadas
tensOes interfaciais 6leo-agua que podem resultar em altas forcas capilares que retém o 6leo na
rocha reservatorio (SINGH; VAN HAMME; WARD, 2007; RASHEDI; YAZDIAN,;
NAGHIZADEH, 2012).

2.2 Recuperacio de Petroleo

2.2.1 Meétodos convencionais

Durante o processo de extragao de petroleo bruto, algumas tecnologias sdo adotadas
para recuperar o maximo de 6leo dos reservatorios. Os métodos primdrios de recuperagao usam
a pressdo natural dos reservatérios para conduzir 6leo e gas para pocos de producdo,
conseguindo recuperar geralmente de 5 até 20% do 6leo original no local (OOIP) (AL-
SULAIMANI et al., 2011; GEETHA; BANAT; JOSHI, 2018). Esse método de recuperagdo
depende da energia interna dos reservatorios, das caracteristicas da rocha e das propriedades
dos fluidos hidrocarbonados (RASHEDI; YAZDIAN; NAGHIZADEH, 2012).

A medida que a pressio se dissipa, ¢ necessario empregar métodos secundarios que

fornecam energia adicional para remover o 6leo residual. A estratégia mais comum ¢ o método
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de injecdo de adgua (waterflooding). Este método tem agdo puramente mecanica, deslocando o
6leo na dire¢do dos pogos produtores e recuperando desta forma um volume de 6leo que nao
seria produzido pelo método de recuperacdo primdria (AL-SULAIMANI et al, 2011;
YERNAZAROVA et al., 2016).

No entanto, apds exaurir os métodos convencionais de recuperacdo primdria e
secunddria, a taxa mundial de recuperagao de 6leo atinge de 30 até no maximo 50% do OOIP,
permanecendo mais de 5 trilhdes de barris de 6leo ainda presos no reservatoério (BROWN, 2010;
AL-SULAIMANI et al, 2011; GEETHA; BANAT; JOSHI, 2018; GUDINA et al., 2012;
SAFDEL et al., 2017). A estimativa ¢ que possa chegar até 80% com as técnicas avancadas de

recuperagdo (EOR) (YERNAZAROVA et al., 2016).

2.2.2 Métodos Avancados de Recuperacio de Petroleo (EOR)

Dentre as principais tecnologias tercidrias existentes de recuperacdo avancada de
petréleo estdo as que fazem uso de métodos misciveis, térmicos e quimicos através da injecao
respectiva de gases, polimeros sintéticos (polymer flooding) e surfactantes (surfactant flooding)
(AL-SULAIMANI et al., 2011; GEETHA; BANAT; JOSHI, 2018; GUDINA et al., 2012;
SAFDEL et al., 2017; SHENG, 2015).

Os métodos misciveis visam a redugdo da tensdo na interface entre os fluidos,
aumentando a mobilidade do 6leo no meio poroso. A intensidade das tensdes interfaciais
depende das propriedades dos fluidos (injetado e deslocado) e da rocha-reservatério. Os fluidos
que podem ser utilizados para deslocamento miscivel sdo preferencialmente o gas natural (gas
miscivel aos fluidos de reservatdrio), o didéxido de carbono e o nitrogénio (AL-SULAIMANI
etal., 2011; SANDERSEN, 2012)

Os métodos térmicos visam diminuir a viscosidade do 6leo com o aumento da
temperatura. O calor fornecido ao reservatdrio pode ser através de um fluido previamente
aquecido ou através da queima parcial do 6leo dentro do reservatorio, isto €, combustdo in situ
(RASHEDI; YAZDIAN; NAGHIZADEH, 2012).

Dentre as tecnologias de EOR, as baseadas em produtos quimicos sdo amplamente
empregadas devido a facilidade de aplicagdo e disponibilidade de ampla gama de produtos
(GEETHA; BANAT; JOSHI, 2018). Nos métodos quimicos sdo injetados compostos que
interagem com o fluido residual dos reservatdrios, tais como: tensoativos, microemulsao,
solugdo alcali, polimeros, e até combinagdes de alcali-surfactante-polimeros (SANDERSEN,

2012).
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A injecdo de surfactantes ¢ utilizada para alterar a molhabilidade da rocha e reduzir
a tensdo interfacial entre oOleo-agua. Embora os surfactantes estejam entre os agentes
preferenciais para operagdes de EOR, sdao um dos reagentes mais caros além de terem alguns
problemas associados, como a perda devido a adsor¢@o a rochas, e a baixa biodegradabilidade,
ndo sendo, portanto, ecologicamente corretos (GEETHA; BANAT; JOSHI, 2018). Surfactantes
cationicos tém sido mais efetivos em reservatorios carbonaticos, € os anidonicos em reservatorios
de arenito (SOFLA; SHARIFI; SARAPARDEH, 2016).

Tecnologias mais avancadas como estimulos sismicos/sonicos e métodos
eletromagnéticos também estdo sendo empregadas, no entanto, o custo é o principal
impedimento desses métodos (AL-SULAIMANI et al., 2011).

A MEOR esté ganhando aten¢do devido a sua natureza ecologicamente correta; ndo
depende do preco do petrdleo; bactérias e nutrientes injetados sdo de baixo custo e faceis de
obter e manusear no campo; os efeitos da atividade bacteriana no interior do reservatorio sao
magnificados com o crescimento das mesmas, enquanto que tecnologias EOR os efeitos dos
aditivos tendem a diminuir com o tempo e distancia (AL-SULAIMANI et al,, 2011; GEETHA;
BANAT; JOSHI, 2018; LAZAR; PETRISOR; YEN, 2007).

2.2.3 Recuperagdo Microbiana Avancada de Petroleo (MEOR)

MEOR ¢ um processo alternativo de recuperagdo tercidria de petréleo onde
microrganismos e/ou seus metabodlitos (biomassa, biopolimeros, gases, acidos, solventes,
enzimas e biossurfactantes) sdo potencialmente uteis para aumentar a recuperacao de até dois
tercos do oleo residual em reservatorios maduros (SEN, 2008; SINGH; VAN HAMME;
WARD, 2007; SUTHAR et al., 2008).

O conceito do papel microbiano em EOR foi introduzido por Beckman em 1926.
Em 1940, ZoBell e pesquisadores iniciaram aplicacdes e elucidaram os principais efeitos
causados pelo uso de microrganismos na recuperacgao de 6leo, patenteando o processo em 1947.
Os principais microrganismos e os mecanismos-chave envolvidos no processo estdo listados na
Tabela 1. A formagdo de gases e aumento da pressdo interna do reservatorio; produgdo de acido
e degradag¢do da matriz calcéria; inversao da molhabilidade da rocha; emulsificagdo, redugao
da viscosidade do 6leo e da tensdo interfacial pela producdao de surfactantes microbianos;
producdo de solventes; e degradacdo de macromoléculas do 6leo, resultam no aumento da
fluidez e mobilidade do 6leo (BANAT; MAKKAR; CAMEOTRA, 2000; HALIM et al., 2017,
LAZAR; PETRISOR; YEN, 2007; SEN, 2008).
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Tabela 1 — Produtos microbianos e seus papéis na recuperagdo melhorada de 6leo.

Produtos Microrganismos Aplicacio em recuperacio de 6leo
Deslocar fisicamente o o0leo; inversao da
Bacillus licheniformis; molhabilidade; degradacdo parcial seletiva do
Biomassa Leuconostoc mesenteroides, petrdleo; umectacdo, alteragdo da viscosidade do
Xanthomonas campestris oleo, dessulfuragao; modificagdo da

permeabilidade microbiana (obstrugdo seletiva)

Acinetobacter calcoaceticus,

Emulsificacao; reducdo da tensdo interfacial entre
Arthrobacter paraffineus, §40; ¢

Biossurfactantes . . oleo e rocha; reducdo da viscosidade; inversao da
Bacillus sp., Clostridium sp., o
molhabilidade
Pseudomonas sp.
Bacillus polymyxa, Brevibacterium Aumentar viscosidade da dgua em waterflooding,
Biopolimeros viscogenes, Leuconostoc aumentando a eficiéncia ao conectrar zonas de alta
P mesenteroides, Xanthomonas permeabilidade; controle da mobilidade dos
campestres, Enterobacter sp. fluidos de injegdo
Bio-solventes Clostridium acetobutylicum, Emulsificagao; redugdo da viscosidade; dissolver
(&lcoois e cetonas que Clostridium pasteurianum, e remover os hidrocarbonetos pesados da entrada
sdo cosurfactantes) Zymomonas mobilis dos poros (aumenta a permeabilidade efetiva)
Bio-acid Aumento da permeabilidade e porosidade
>10-ac1dos Clostridium sp., dissolvendo os precipitados de carbonato,
(acético, lactico e . . . , .
butirico) Enterobacter aerogenes reduzindo a viscosidade do o6leo e facilitando
emulsificagdo
. . Aumento da pressdo; inchacgo do 6leo; reducéo da
Biogases Clostridium sp., Enterobacter P ¢ ¢

tensdo interfacial; redugdo da viscosidade e
aumento da permeabilidade
Fonte: Adaptado de LAZAR; PETRISOR; YEN (2007) e AL-SULAIMANI et al. (2011).

(Hz, N2, CHy4, COy) aerogenes, Methanobacterium sp.

Em 1954, o primeiro teste em campo foi realizado no campo Lisbon, Arkansas,
EUA. Desde entdo, 47 estudos de caso em campo em 21 diferentes paises foram conduzidos e
apresentaram resultados de aumentos de producgdo significativos (AL-SULAIMANI et al.,
2011; LAZAR; PETRISOR; YEN, 2007, MAUDGALYA; KNAPP; MCINERNEY, 2007;
PORTWOOD, 1995; SAFDEL et al., 2017).

As tecnologias de MEOR sao empregadas em duas abordagens diferentes ex situ ou
in situ. A abordagem ex situ consiste na produciao de bioprodutos fora do reservatério e sua
posterior injecdo sem ou com a separa¢do das células microbianas, enquanto a abordagem in
situ consiste na producdo de bioprodutos dentro dos pogos através da injecdo de
microrganismos aldctones e/ou inje¢ao de nutrientes no reservatdrio para estimular a produgao
desses produtos por bactérias autoctones (BANAT et al.,, 2010; GEETHA; BANAT; JOSHI,
2018; SINGH; VAN HAMME; WARD, 2007).

Para serem uteis na recuperacao de petrdleo in situ os microrganismos devem ser
capazes de tolerar as condi¢des ambientais extremas, incluindo altas temperaturas, pressao e
salinidades, assim como baixo ou nenhum teor de oxigénio (GUDINA et al, 2012;
NITSCHKE; PASTORE, 2002; PATEL et al., 2015). Varias espécies de Bacillus e Clostridium
tém sido utilizadas com sucesso em MEOR (BASS; LAPPIN-SCOTT, 1997), uma vez que
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podem formar endosporos resistentes as condigdes extremas dos reservatorios, além de
produzirem biossurfactantes lipopeptideos (AL-SULAIMANI et al., 2011).

A produgdo in situ de metabolitos € realizada em duas etapas. Primeiro, a 4gua e o
oxigénio sdo bombeados juntamente com sais minerais, nitrogénio e fosforo para ativar a
microbiota indigena. Na presenca de dgua e ar, as bactérias aerdbias oxidam hidrocarbonetos
produzindo acidos organicos de baixo peso molecular (acético, propionico, butirico), alcoois
(metanol e etanol), biosurfactantes e dioxido de carbono, aumentando a pressao no reservatorio.
No segundo passo, injeta-se dgua isenta de oxigénio no reservatdrio para ativar bactérias nativas
anaerdbicas que metabolizam petroleo bruto em acidos e gases (isto €, metano, dioxido de
carbono). A acumulagdo desses biogases aumenta a pressao do reservatdrio. Se a pressao no
reservatdrio for suficientemente alta, o metano pode ser dissolvido na fase de hidrocarboneto
liquido, reduzindo a sua viscosidade. De forma semelhante, o di6xido de carbono também pode
reduzir a viscosidade do 6leo se a pressao na formacdo permitir a miscibilidade do CO2 na fase
oleosa. Uma reducdo da viscosidade melhora as propriedades de deslocamento do 6leo através
do reservatorio aumentando a recuperacdo. Além disso, o CO2 pode reagir com os minerais na
rocha e dissolver o carbonato aumentando a permeabilidade da rocha de formacao
(YERNAZAROVA et al., 2016).

Particularmente, a MEOR ex-situ mediada por biossurfactante ¢ uma das
tecnologias mais potentes, tendo vérias patentes emitidas para o uso de biossurfactantes e
microrganismos produtores relevantes (DE ALMEIDA et al., 2016; GEETHA; BANAT;
JOSHI, 2018). Grandes quantidades de 6leo residual sdo recuperadas de campos de petréleo
maduros devido a capacidade desses compostos em reduzir a tensdo interfacial entre duas fases
imisciveis, de inverter a afinidade do 6leo pela rocha matriz aumentando assim a mobilidade
do 6leo nos poros das rochas, facilitando a recuperacdo (AL-SULAIMANI et al., 2011; AL-
WAHAIBI et al., 2016; GUDINA et al., 2012; KHIRE; KHAN, 1994; PATEL et al., 2015;
SUTHAR et al., 2008).

Embora existam muitas estratégias possiveis de MEOR, nem todas sdo vidveis na
pratica. Para processos mais eficientes devem ser considerados os custos de produgdo e
desempenho do produto (SEN, 2008). Além disso, as estratégias de MEOR enfrentam o desafio
inerente de avaliacdo individual de cada pogo para selecionar o método mais adequado. As
caracteristicas fisico-quimicas de cada reservatorio como litologia, porosidade, permeabilidade,
salinidade, pH, temperatura e pressdo, molhabilidade da rocha, densidade e viscosidade do dleo
bruto, disponibilidade de nutrientes e as comunidades microbianas nativas devem ser avaliadas,

pois, variam bastante e influenciam diretamente na recuperagdo melhorada de petroleo e no
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sucesso da MEOR (BANAT, 1995; PATEL et al., 2015). Safdel et al. (2017) compilaram os
parametros ambientais de diversos campos petroliferos de diferentes paises que usaram MEOR,
mostrando pogos que a temperatura variou de 19-155 °C, salinidade de <10 até mais de 300 g/L
e pressao <294 até aproximadamente 2.940 bar. Entretanto, alguns critérios minimos devem ser
atendidos para a pratica de MEOR ser bem-sucedida, isto inclui que a permeabilidade do
reservatorio seja superior a 0,1 D, que a temperatura seja de até 90 °C, pressdo interna menor
que 300 bar e, de preferéncia, que o total de sélidos dissolvidos ndo exceda uma salinidade de
100 g/L (AL-SULAIMANI et al., 2011; PATEL et al., 2015).

De acordo com a Petrobras, dos dez pogos com maior produ¢do no Brasil, nove
estdo localizados na bacia de Santos. O Campo de Lula (ex-Tupi) pertence a provincia do pré-
sal, estd localizado a 290 km da costa e ¢ considerado o maior campo produtor de petréleo do
Brasil. Recuperar 6leo no Campo de Lula significa enfrentar varios desafios, pois sdo
carbonaticos, apresentam um potencial enorme de volume de dleo recuperavel (estimado de 5
a 8 milhoes de barris), profundidade de 5.000 a 5.500 m, a partir do nivel do mar, espessura da
camada de sal de até 2.000 m, pressdo inicial do reservatério em torno de 568 bar e temperatura
de 64 °C (NAKANO et al., 2009).

Apesar disso, muitos métodos MEOR realmente prometem relevantes recuperacdes
de petroleo e muitos dos bioprodutos (os biossurfactantes em particular) podem ter usos que
transcendem as operagdes de recuperacao de petréleo, o que pode tornar sua producgdo valiosa

para uma infinidade de industrias.

2.3 Surfactantes

Os surfactantes (SURFace ACTive AgeNTS) sdo compostos anfifilicos, organicos
ou organometalicos, que se caracterizam por apresentar em sua estrutura um grupo apolar ou
hidrofobico (cauda) e um polar ou hidrofilico (cabeca) (CHRISTOFI; IVSHINA, 2002).

A porcao apolar ¢ formada por hidrocarbonetos de cadeias alifaticas (linear ou
ramificada), grupos aromaticos ou ciclicos. A por¢ao polar contém atomos que apresentam
cargas, como por exemplo: grupamentos ¢éster, fosfato, aminoéacidos, carboxilato ou
carboidrato, formando pdlos eletrostaticos (BANAT, 1995; MULLIGAN, 2009). A carga total
do grupamento polar confere maior ou menor solubilidade da mdlecula em agua e permite
classificar os surfactantes em: anionico (carga negativa); catidnico (carga positiva); ndo ionico
(n3o possui carga) e zwitteridnico ou anfétero (ambas as cargas) (VAN HAMME; SINGH;
WARD, 2006). A Tabela 2 apresenta tipos de surfactantes sintéticos de diferentes grupos.
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Tabela 2 — Classifica¢@o dos surfactantes ¢ exemplos de surfactantes comerciais.

Tipo Surfactante
n . Estearato de Sodio; Dodecil Sulfato de Sédio (SDS); Dihexadecil Fosfato; Brometo de
AnioOnico . o
Dodeciltrimetil Amonio
Cationico Cloreto de laurilamida; Cloreto de trimetil dodecilamonio; sais Quaterndrios de Amonio

Nao ionico

Polioxietileno Dodecanol; Polioxietileno p-ter-octil fenol (Triton X-100); Aquilfenol
Etoxilato; Polisorbatos (Tween 80)

Zwitterionico

Dodecilbetaina; Lauramidopropil Betaina; Dodecildimetil Amdnio Propano Sulfato

Fonte: VAN HAMME; SINGH; WARD (2006).

Em fun¢do da presenca de grupos hidrofilicos e hidrofébicos na mesma molécula,

esses compostos tendem a se distribuir nas interfaces com diferentes graus de polaridade,

reduzindo a tensdo superficial e interfacial, aumentando a solubilidade e mobilidade dos

compostos hidrofébicos ou compostos organicos insoluveis (BANAT et al., 2010; SINGH;
VAN HAMME; WARD, 2007). Baseado nessas propriedades, os surfactantes sio amplamente

utilizados em diversos ramos industriais pois apresentam propriedades como adsorcao,

formagdo de micelas, formac¢ao de macro ou microemulsdes, dispersao ou agregacgdo de solidos,

acdo espumante ou antiespumante, solubilidade, umectancia ou detergéncia (SINGH; VAN

HAMME; WARD, 2007; TADROS, 2009). A Tabela 3 traz uma compilagdo das aplicagdes e

funcdes de surfactantes sintéticos e naturais.

Tabela 3 — Aplicagdes industriais de surfactantes quimicos e biologicos.

Ramo Aplicacdes Funcio do surfactante
~ Reducdo da viscosidade de 6leo; inversdo da molhabilidade da rocha;
Extracdo, Transporte e - e ~
. controle deposi¢@o de parafina/asfalto; estabilizagdo de emulsdes;
Tratamento de Residuos e . e ,
solubilizagdo, dispersdo e mobilizacdo de 6leo
. Redugdo da viscosidade de 6leo; emulsificagdo borra oleosa;
Limpeza de Tanques . ~ .
) dispersdo de hidrocarbonetos
Petréleo Recuperagio de Petrdleo Redugéo da viscosidade de 6leos, recuperagio de dleo residual;
(MEOR) inversdo da molhabilidade da rocha
. Desemulsificagdo de emulsdes, solubilizagdo, redugdo da viscosidade,
Desemulsificante
agente umectante
. . . Condicionamento e adsor¢do em superficies metélicas; controle de
Anti-corrosivo e Biocida - .- - .
bactérias redutoras de sulfato — atividade antimicrobiana
Biorremediacdo Emulsificacdo de hidrocarbonetos, agente sequestrante de metais
Ambiental Remediacao Emulsificagdo por aderéncia ao hidrocarboneto, dispersante, agente
Soil washing and flushing espumante, detergente
. . . Comportamento fisioldgico como mobilidade celular, comunicagao
Microbiologia . . .
C . celular; acesso a nutrientes; competi¢do contra patdgenos
Biologico ; . P P
A A Anti-bacteriana, anti-fiingica, anti-viral, agentes penetrantes e
Farmacéutica e Terapéutica . . . N
umectantes; moléculas imunomoduladoras, vacinas; terapia génica
. . Facilita mecanismos associados ao microrganismo como parasitismo,
Agricultura Biocontrole - e A e A . . S
competicdo, resisténcia sistémica induzida e hipo-viruléncia
" o Emulsificantes, agentes de espuma, solubilizadores, umectantes,
Cosmética Cosmética .
agentes de limpeza
Ingrediente Funcional Interacdo com lipideos, proteinas e carboidratos, agente protetor
Alimentos

Alimentos

Emulsificantes, desemulsificantes e dispersantes; espessante;
removedor de ceras de frutas e vegetais

Fonte: Adaptada de DE ALMEIDA et al. (2016); SINGH; VAN HAMME; WARD (2007).
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Desde a sua introducao no cenario industrial, o uso de surfactantes sintéticos tem
aumentado continuamente e, como resultado, os surfactantes estdo atualmente entre os produtos
quimicos sintéticos mais comercializados em termos de volume produzido globalmente. As
matérias-primas para a producdo de surfactantes sintéticos ¢ majoritariamente de origem
petroquimica (LI; ANASTAS, 2012). No entanto, o aumento da demanda por solucdes verdes,
aliada a regulamentos mais restritivos sobre o uso de surfactantes sintéticos, t€ém impulsionado
o mercado mundial de biossurfactantes.

O mercado global de biossurfactantes deve ultrapassar 2,7 bilhdes de dolares até
2024 (GLOBAL MARKET INSIGHTS, Inc., 2018b). Para atender a demanda global, espera-
se produzir 462 toneladas de biossurfactantes em 2020, com um crescimento médio anual de
4,3% de 2014 a 2020 (GRAND VIEW RESEARCH Inc., 2016). A demanda do mercado de
biossurfactantes na Asia-Pacifico, liderada pela China, india e Japao ¢ a que mais cresce, devido
aos avancos tecnologicos e busca por produtos ecologicamente corretos. A China foi o maior
mercado regional de biossurfactantes em 2017, seguido pela América do Norte (Estados
Unidos) e Europa (Reino Unido, Franca, Espanha e Alemanha). Os segmentos de cosméticos,
cuidados pessoais, detergentes para uso doméstico e produtos quimicos para campos
petroliferos sdo os que mais impulsionam o consumo de biossurfactantes (GLOBAL MARKET

INSIGHTS, Inc., 2018a).

2.4 Biossurfactantes

Virios compostos com propriedades tensoativas sdo sintetizados por organismos
vivos, denominados de biossurfactantes, incluindo plantas (ex. saponinas etc), animais (ex.
ranaspuminas), microrganismos (ex. glicolipideos, lipopeptideos) € o homem (ex. sais biliares
e surfactantes pulmonares), sendo utilizados para atividades intra e extracelulares como a
emulsificagdo de nutrientes, transporte de materiais através das membranas celulares e no
reconhecimento celular. Esses compostos sdo classificados por sua composi¢cao quimica em
duas classes principais: compostos de baixo peso molecular, chamados também de
biossurfactantes, capazes de reduzir eficientemente a tensdo superficial e interfacial, tais como
lipopeptideos, glicolipideos e proteinas; e os polimeros de alto peso molecular, também
denominados de bioemulsificantes como os polissacarideos ou lipoproteinas, que sdo mais
eficientes em estabilizar emulsdes de 6leo em dgua (BANAT et al., 2010). A Tabela 4 sumariza

os principais tipos de biossurfactantes produzidos por microrganismos.



Tabela 4 — Principais tipos de biossurfactantes e seus microrganismos produtores.

Biossurfactante Microrganismo Produtor
Ramnolipideos Pseudomonas aeruginosa
., Candida bombicola; C. apicola; Rhodotorula
S, Soforolipideos L
Glicolipideos bogoriensis
Trehalolipideos Rhodococcus erythropolis;, Mycobacterium

sp.; Nocardia sp.

Peptideo-Lipideo

Bacillus licheniformis

Viscosina Pseudomonas fluorescens

Serravetina Serratia marcescens
Lipopeptideos e Subt.ilisina Baczillus Subtl:ll:S
Lipoproteinas I'turlna A - Bacillus subtllz.s
Surfactina/ Subtilisina Bacillus subtilis
Gramicidina Bacillus brevis

Polimixina Bacillus polymyxa

Artrofactina Artrobacter sp.

Acidos graxos, lipideos
neutros e fosfolipideos

Acidos graxos

Corynebacterium lepus

Lipideos neutros

Nocardia erythoropolis

Fosfolipideos Thiobacillus thiooxidans
Emulsan Acinetobacter calcoaceticus
Surfactantes Biodispersan Acinetobacter calcoaceticus
Poliméricos Liposan Candida lipolytica

Carboidrato-lipideo-proteina Pseudomonas fluorescens
Fonte: Adaptado de NITSCHKE; PASTORE (2002); MULLIGAN; YONG; GIBBS (2001); BANAT et al., (2010).

Quando comparados aos surfactantes sintéticos, os biossurfactantes apresentam
varias vantagens, destacando-se a baixa ou nenhuma toxicidade, maior compatibilidade
ambiental, biodegradabilidade, sintese a partir de matérias-primas renovaveis e de baixo custo,
eficiéncia em condigdes extremas de temperatura, salinidade e pH, além de exibirem alta
atividade de superficie em baixas concentracdes. A comparagdo das atividades tensoativas e
das concentragdes micelares criticas entre surfactantes sintéticos e biologicos estdo listados na

Tabela 5 (BANAT, 1995; HAZRA; KUNDU; CHAUDHARI, 2015).

Tabela 5 — Comparacdo de propriedades tensoativas e CMC de biossurfactantes com surfactantes

sintéticos.
Tensaq ) Tensa? CMC
Surfactante superficial  interfacial (mg/L)
(mN/m) (mN/m)
Complexo de glicolipideo de Rhodococcus ruber 26,8 0,9 54
Trealose dicorinomicolato de Rhodococcus erythropolis 36,0 17,4 4
Trealose tetraester de Rhodococcus erythropolis 26,0 <1,0 15
Ramnolipideos de Pseudomonas aeruginosa 29,0 0,25 50-200
Soforolipideos de Torulupsis bombicola 33,0 1,8 82
Surfactina de Bacillus subtilis 27,0 1,0 23
Dodecil Sulfato de Sédio (SDS) 37,0 0,02 2120
Bromato de Cetiltrimetilaménio (CTAB) 30,0 5,0 1300
Tween 20 30,0 4,8 600
Sulfonato de Alquilbenzeno 47,0 <1,0 590

Legenda: CMC: Concentragao Micelar Critica. Fonte: CHRISTOFI; IVSHINA (2002).
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O rendimento e classe biossurfactante produzido esta sob influéncia genética e
ambiental, isto ¢, depende tanto do microrganismo, como da fonte de carbono, dos demais
nutrientes (N, P, Mg?*, Fe**, Mn*") e das condigdes de cultivo, incluindo temperatura, pH,
oxigenacao e taxa de diluicdo (BANAT, 1995). Portanto, apesar do potencial desses compostos
em diversas aplicacdes industriais, a comercializagdo ainda ¢ limitada pelo custo considerado
elevado de producdo e também pelos baixos rendimentos (BANAT et al., 2010; SINGH;
PATIL; RALE, 2019). As estratégias para superar esses gargalos incluem: (i) bioprospec¢ao
por estirpes microbianas de alto rendimento ou estirpes recombinantes hiperprodutoras
(GEETHA; BANAT; JOSHI, 2018); (ii) o uso de substratos de baixo custo ou residuos para a
formulagdo de meios de fermentacdo (APARECIDA GIRO et al., 2009); (iii) desenvolvimento
de bioprocessos eficazes, incluindo a otimizacdo dos pardmetros operacionais de producio e
recuperagdo maxima do produto (LI; ANASTAS, 2012; SAHARAN et al., 2011); e (iv) sintese
quimica ou modificagdes estruturais de biossurfactantes (BOXLEY; PEMBERTON; MAIER,
2015).

2.5 Lipopeptideos

Os lipopeptideos sdo compostos tensoativos produzidos por bactérias, fungos
filamentosos e leveduras. Os mesmos sdo constituidos por uma cadeia de acido graxo ligados a
um anel peptidico. As isoformas desses lipopeptideos diferem pela composi¢cao de aminodacidos,
pelo comprimento e ramifica¢do da cadeia do acido graxo e pela ligagdo quimica entre as duas
partes (INES; DHOUHA, 2015; ONGENA; JACQUES, 2008). Os lipopeptideos sdo
naturalmente sintetizados nos organismos produtores, onde desempenham uma série de fungdes
biologicas que auxiliam na motilidade, aderéncia e colonizagdo de superficies, e no
antagonismo contra outros organismos, constituindo um importante mecanismo de defesa
contra virus, micoplasmas, bactérias e fungos (RAAIJMAKERS et al, 2010; RON;
ROSENBERG, 2001). Alguns lipopeptideos sdo ainda capazes de quelar ions metalicos e

melhorar a degradacdo de substratos hidrofébicos (Figura 1).
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Figura 1 —Visao geral das diferentes funcdes fisiologicas dos lipopeptideos produzidos por bactérias

do género Bacillus.
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Fonte: RAAIJMAKERS et al. (2010).

Espécies de Bacillus normalmente co-produzem misturas de determinados
congéneres das familias de lipopeptideos e a composicao dessas misturas pode ser crucial para
o sucesso da MEOR (FARIAS et al., 2018). Até o presente momento, trés familias principais
foram identificadas: (1) a familia da iturina, que compreende moléculas de iturina A e C,
bacilomicina D, F e L, micosubtilina e mojavensina A (MA et al., 2012; ONGENA; JACQUES,
2008); (2) a familia da surfactina, que envolve as liquenisinas, pumilacidinas, esperinas e
surfactinas; e (3) a familia da fengicina, que compreende a fengicina A e B e plipastina A ¢ B
(JACQUES, 2011; KIM et al., 2010; ROONGSAWANG et al.,, 2002). As fengicinas e as
iturinas demonstram forte atividade antifingica, enquanto que as surfactinas sdo consideradas
potentes biossurfactantes (NITSCHKE; PASTORE, 2002).

A atividade biologica dos lipopeptideos depende tanto da composi¢do e sequéncia
de aminoacidos quanto da natureza da parte lipidica, acarretando diferencas na capacidade
hemolitica, emulsificante, na CMC e na atividade superficial (YOUSSEF; DUNCAN;
MCINERNEY, 2005). Estas varia¢des dependem do microrganismo (HSIEH ez al., 2004) e das
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condi¢des nutricionais e ambientais (INES; DHOUHA, 2015). Jacques (2011) compilou as
diferengas nas por¢des peptidicas e hidrofobicas das principais classes de lipopeptideos

produzidos por Bacillus spp. que estdo sumarizadas na Tabela 6.

2.5.1 Familia Surfactina

Arima; Kakinuma; Tamura (1968) identificaram o primeiro composto
biologicamente ativo produzido por Bacillus subtilis com alto poder surfactante. A estrutura
geral da surfactina estd demonstrada na Figura 2. Surfactina € constituida por um peptideo
ciclico de sete aminoacidos (Glu-Leu-Leu-Val-Asp-Leu-Leu) com a sequéncia quiral
LLDLLDL, ligados a uma cadeia de acido graxo B-hidroxi por uma ligacdo éster. A cadeia
alifatica pode variar de 11 a 17 a&tomos, comumente compostos pelos tipos, #, iso € anteiso bem
como a composicdo de aminodcidos da por¢do peptidica também varia de acordo com as
condi¢des de cultivo, gerando isoformas distintas (Tabela 6). H4 trés isoformas distintas de
surfactina que variam na substituicdo do sétimo aminoacido do anel peptidico, entre Leu
(surfactina A), Val (surfactina B) e Ile (surfactina C). Aminodcidos hidrofébicos de surfactinas
estdo localizados nas posicdes 2, 3, 4, 6 e 7 enquanto que os residuos acidos, Glu e Asp, estdo
localizados nas posigdes 1 e 5, respectivamente (ARIMA; KAKINUMA; TAMURA, 1968;
MEENA; KANWAR, 2015; PEYPOUX; BONMATIN; WALLACH, 1999).

A surfactina ¢ conhecida por ter excepcional atividade superficial, reduzindo a
tensdo superficial da agua a 20 °C de 72 para 27 mN/m (ARIMA; KAKINUMA; TAMURA,
1968) em concentragdes menores de 20 mM (PEYPOUX; BONMATIN; WALLACH, 1999),
além de reduzir a tensdo interfacial do sistema agua-hexadecano de 43 para valores menores
que 1 mN/m. Além disso, a surfactina tem diversas atividades bioldgicas tais como anti-
inflamatoria, anticancer, antifingica, antibacteriana e antiviral (COCHRANE; VEDERAS,
2016).

2.5.2 Familia Iturina

Os compostos de iturina também sdo lipoheptapeptideos ciclicos contendo residuos
de aminoacidos sintetizados ndo ribossomalmente, com massa molecular de 1042 Da,
aproximadamente. A cadeia de acido graxo pode conter de 13 a 17 a4tomos de carbono e ¢ ligada
por uma ponte amida a um residuo de aminoécido no anel lactona. Compdem essa estrutura,
tré€s aminoacidos D (Tyr, Asn e Asn) e quatro aminodcidos L (Pro, Ser, Asn e Gln), distribuidos
na sequéncia quiral LDDLLDL (MEENA; KANWAR, 2015; ONGENA; JACQUES, 2008).

Esses compostos tém potente atividade antibidtica, hemolitica e antifingica (ONGENA et al.,
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2007; ROMERO et al., 2007; VATER et al., 2002). Mojavensina A, a mais recente adi¢do a
familia iturina, exibe atividade antifingica contra um amplo espectro de fitopatdégenos,

atividade fraca contra Staphylococcus aureus e surpreendente atividade citotoxica contra a

linhagem celular de leucemia humana HL-60 (COCHRANE; VEDERAS, 2016).

2.5.3 Familia Fengicina

A fengicina consiste de compostos bioativos com forte atividade surfactante e
antifiingica, especialmente contra fungos filamentosos, porém tem atividade limitada frente a
bactérias, leveduras e baixa atividade hemolitica (KAUR et al., 2017; ONGENA; JACQUES,
2008). Esta familia, também denominada de plipastatina, consiste de duas classes principais, A
e B, que se diferenciam pela substituigdo do residuo de aminodcido D-Ala por D-Val,
respectivamente, na posicao 6 (Figura 2). Em ambas as isoformas, ha uma ligagdo lactona
conectando Tyrs a Ilejo, cuja estrutura ¢ composta por um acido graxo B-hidroxi ligado a uma
porcdo peptidica de 10 aminodacidos, sendo 8 em ciclo. Esse 4acido graxo pode variar de 13 a 19
atomos de carbono, distribuidos nas formas n, iso, anteiso, podendo ser saturado ou insaturado
(PATHAK et al., 2012; PATHAK; KEHARIA, 2014; VANITTANAKOM et al, 1986;
VATER et al., 2002).



Tabela 6 — Sequéncia peptidica e cadeias de acidos graxos das diferentes variantes de cada familia de lipopeptideo produzidas por Bacillus spp.

Nome

Estutura Primaria da porcio peptidica

Principal Cadeia de
Acido Graxo

Referéncias

Familia Fengicina

Decapeptideo com anel lactona entre grupo carboxila terminal de Ileio e grupo
OH da Tyrs

Acidos graxos B-OH

Fengicina A

L-Glu-D-Ormn-D-Tyr-D-a Thr-L-Glu-D-Ala-L-Pro-L-Gln-L-Tyr-L-lIle

*aCl5, **iC16, ***nC16

Schneider et al., 1999

Fengicina B

L-Glu-D-Orn-D-Tyr-D-a Thr-L-Glu-D-Val-L-Pro-L-GIn-L-Tyr-L-lIle

aCl5, iC16, nCl16, C17

Schneider et al., 1999

Plipastatina A L-Glu-D-Om-D-Tyr-D-a Thr-L-Glu-D-Ala-L-Pro-L-GIn-D-Tyr-L-Ile nC16, aC17 Nishikiori ef al., 1986
Plipastatina B L-Glu-D-Ormn-D-Tyr-D-a Thr-L-Glu-D-Val-L-Pro-L-GIn-L-Tyr-L-Ile nC16, aC17 Nishikiori ef al., 1986
Familia Iturina Heptapeptideo fechado por um ar’1e.1 lactona com um grupo -NHaz da cadeia de Acidos graxos B-NH:
acidos graxos
Bacilomicina D L-Asn-D-Tyr-D-Asn-L-Pro-L-Glu-D-Ser-L-Thr nCl14, iC15, aCl15 Peypoux et al., 1981
Bacilomicina F L-Asn-D-Tyr-D-Asn-L-GIn-L-Pro-D-Asn-L-Thr nCl16, iC17, aC17 Peypoux et al., 1985
Bacilomicina L ou L-Asn-D-Tyr-D-Asn-L-Ser-L-Glu-D-Ser-L-Thr nCl4,iC15, aC15 Volpon et al., 2007
Iturina A L-Asn-D-Tyr-D-Asn-L-GIn-L-Pro-D-Asn-L-Ser nCl14, iC15, aCl15 Peypoux, 1978
Iturina AL L-Asn-D-Tyr-D-Asn-L-GIn-L-Pro-D-Asn-L-Ser nCl16,iC16 Winkelmann et al., 1983
Iturina C L-Asp-D-Tyr-D-Asn-L-GIn-L-Pro-D-Asn-L-Ser nCl14,iC15, aC15 Peypoux et al., 1986
Micosubtilina L-Asn-D-Tyr-D-Asn-L-GIn-L-Pro-D-Ser-L-Asn nCl16, iC16, aC17 Peypoux et al., 1986
Familia Kurstakin Heptapeptideo com um anel lactona entre o grupo carboxila terminal de Gln7 e Acidos graxos B-OH
grupo OH de Sers
Kurstakin D-Thr-Gly-D-Ala-Ser-His-D-GIn-Gln iC11,nC12,iC12,iC13 Hathout et al., 2000

Familia Surfactina

Heptapeptideo fechado por um anel lactona com um grupo 3-OH da cadeia de
acidos graxos

Acidos graxos B-OH

Bamilocina A

Glu-Leu-Met-Leu-Pro-Leu-Leu-Leu

C13

Lee et al., 2007

Esperina L-Glu-L-Leu-D-Leu-L-Val-L-Asp-D-Leu-L-XE7-COOH C13,Cl14,Cl15 Thomas & Ito, 1969
Liquenisina L-XL1-L-XL2-D-Leu-L-XL4-L-Asp-D-Leu-L-XL7 iC13,aC f’c {‘5(314 ic15, Lin et al., 1994
Pumilacidina L-Glu-L-Leu-D-Leu-L-Leu-L-Asp-D-Leu-L-XP7 aCls, ;%1157’ fgg icle, Naruse ef al., 1990

Surfactina L-Glu-L-XS2-D-Leu-L-XS4-L-Asp-D-Leu-L-XS7 iC14,nC14 iC15, aC15 Peypoux et al., 1999

XL1= Gln ou Glu; XL2 = Leu ou Ile; XL4 e XL7 =Val ou Ile; XP7 =Val ou Ile; XS2 = Val, Leu ou Ile; XS4 = Ala, Val, Leu ou Ile; XS7 = Val, Leu ou Ile. *a=anteiso, **i=iso, ***n=normal

Fonte: JACQUES (2011).
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Figura 2 — Estruturas dos principais homologos da surfactina (C15), iturina (C13) e fengicina (C16).
Isoformas: A) surfactina A; B) surfactina B; C) iturina A; D) iturina C; E) fengicina A; e F) fengicina B.
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2.6 Biossintese de lipopeptideos produzidos por Bacillus spp.

O género Bacillus (Filo Firmicutes) compreende bactérias gram-positivas, em
formato de bastonete, mesofilicas, formadoras de endosporos, aerdbias ou anaerdbias
facultativas, normalmente ndo patogénicas, naturalmente encontradas no solo ou associadas
com plantas e reconhecidamente produtoras de biossurfactantes lipopeptidicos
(RAAIJMAKERS et al., 2010).

A biossintese de varios lipopeptideos difere da tradicional sintese ribossomica de
peptideos, onde a formagdo das ligacdes peptidicas ¢ direcionada pelos ribossomos e 0o mRNA
funciona como molde. Ao invés disso, a sintese lipopeptidica ¢ catalisada ndo-
ribossomicamente e a rota enzimatica para a sintese desses peptideos se desenrola através de
um complexo multienzimatico peptideo sintetase (NRPS) ou hibrido com policetideo sintase
(PKS) (ONGENA; JACQUES, 2008; SIEBER; MARAHIEL, 2003). O NRPS ¢ organizado em
modulos e subdivididos em dominios cataliticos (Figura 3). Cada modulo ¢é responsavel por um
ciclo reacional envolvendo reconhecimento do substrato e incorporacdo de um aminoacido
especifico na porcao peptidica.

O moédulo de iniciagdo ¢ constituido por um dominio de adenilagdo (A), responsavel
pela selecdo e ativacdo de aminoacidos através de uma rea¢do de adenilacdo, que converte o
aminoacido em aminoacil adenilato, e pelo dominio T, também denominado de PCP (proteina
carreadora de peptideos), responsavel pela fixacdo do aminodcido ativado a sintetase de
maneira covalente, através de uma ligagdo tioéster (tioesterificacdo). Na biossintese de
lipopeptideo, o primeiro médulo também contém um dominio de condensacao (C) que catalisa
a N-acilacdo do primeiro aminoacido da molécula de LP, ligando assim o lipideo ao
oligopeptideo. Os modulos de alongamento contém os dominios A, T e C, nos quais o dominio
C catalisa a formagdo da ligacdo peptidica entre 2 aminodcidos. Na maioria dos casos, 0s
moédulos possuem também o dominio de epimerizacdo (E) responsavel por determinar a
configura¢do (L ou D) do aminoécido incorporado. Coletivamente, esses dominios geram um
lipopeptideo que ¢ clivado e assim liberado no final da linha de montagem por uma tioesterase
(TE) (DUITMAN et al., 2007; INES; DHOUHA, 2015; RAAIIMAKERS et al., 2010).

A biossintese da por¢do lipidica dos lipopeptideos ¢ realizada por numerosos
modulos consecutivos que permitem o acoplamento, a ativacdo e a ligacdo do acido graxo a
porcdo peptidica. Inicialmente, o dominio AcilCoA ligase (AL) acopla uma coenzima A a um
acido graxo, ativando-o. O 4cido graxo ativado ¢ depois transferido para o cofator 4-
fosfopanteteina do primeiro dominio da proteina transportadora de acil (ACP1) e similarmente

um malonil-CoA ¢ fixado ao dominio ACP2. A condensacao do grupo malonil e acil tioésteres
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¢ catalisada pelo dominio -cetoacetil sintetase (KS) que conduz a formagdo de um [-cetoacetil
tioéster. O PB-cetoacetil tioéster ¢ convertido num 4cido graxo B-amino por transaminagao e

entdo ¢ acoplado ao aminoécido fixado no primeiro modulo da biossintese da por¢ao peptidica

por uma amino-transferase (INES; DHOUHA, 2015).

Figura 3 — Operons responsaveis pela biossintese de lipopeptideos em Bacillus spp. e suas
respectivas configuragdes. Em (A) os modulos e operons responsaveis pela incorporagdo dos aminoacidos nas

moléculas de iturina e bacilomicina, em (B) surfactina e (C) fengicina.
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Fonte: JACQUES (2011).

A biossintese de surfactina ¢ catalisada por um complexo modular NRPS conhecido
como surfactina sintetase que consiste de trés subunidades protéicas: SrfA, SrfB e SrfC (Figura
3 e Figura 4). A surfactina sintetase ¢ codificada por trés ORFs dispostas no operon s7fA de
27kb. A ORF1 (srf A-A) contém trés modulos para adicdo de Glu, Leu e D-Leu, ORF2 (srf A-
B) tem trés modulos para adi¢do de Val, Asp, e D-Leu, ao passo que a ORF3 (srf A-C) contém
um moédulo responsavel pela adicdo da ultima Leu. O gene sfrD terminal codifica uma
tioesterase do tipo II modificada, provavelmente envolvida no sistema de terminagdo e reparo
dos aminoécidos adicionados ao peptideo (JACQUES, 2011). O gene sfp, localizado a vérios
kilobases downstream de srfA também ¢é essencial para a produ¢do de surfactante, o qual
codifica uma fosfopanteinase (4PPTase) requerida para a conversdo do dominio PCP do
complexo biossintético da surfactina de sua forma inativa para forma ativa. A Figura 4 ilustra

o esquema completo da biossintese da surfactina.
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Figura 4 — Representagdo esquematica da via biossintética da surfactina e os dominios do complexo
multienzimatico peptideo sintetase (NRPS).
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Legenda: A surfactina sintetase consiste em 24 dominios individuais responsaveis pela catalise das reagdes
quimicas. Estes dominios catalisam a ativa¢do (dominio A), ligagdo covalente (dominio T), alongamento (dominio
C), epimerizacdo (dominio E) e liberagdo (dominio TE) por ciclizagdo ou hidrélise. Os dominios estdo organizados
em moddulos (indicados em cinza e vermelho), onde cada mddulo incorpora um bloco de construcdo na cadeia
peptidica em crescimento. A cadeia peptidica estd ligada covalentemente a multienzima através do cofator
fosfopanteteina (ppan), ¢ a sintese prossegue de acordo com o molde enzimatico da extremidade N-terminal para
a extremidade C-terminal. FA, cadeia de acidos graxos. A ciclizag¢ao ocorre via uma transesterificacao da hidroxila,
presente na cadeia do 4cido graxo, com o grupo acila, resultando na formagao do macrociclo surfactina.

Fonte: SIEBER; MARAHIEL (2003).

A fengicina ¢ sintetizada por 5 NRPS (Fenl a Fen5) codificadas por um operon
com 5 ORFs — fen A-E (KOUMOUTSI et al., 2004). Fen1 ativa e incorpora Glu na posicao 1 e
Orn na posi¢cdo 2, formando a cadeia lateral da porcdo peptidica da fengicina. Fen2 ¢

responsavel pela ativagdo e incorporagdo da Tyr na posi¢ao 3 e Thr na posi¢ao 4; Fen3 pelo Glu
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na posicao 5 e Ala ou Val na posicao 6; Fen4 pela Pro na posicao 7, Gln na posi¢ao 8 e Tyr na
posicao 9 e Fen5 permite a incorporagdo do ultimo residuo de aminoacido Ile na posi¢cdo 10
(Figura 3). Tal como na biossintese de surfactina, a cadeia de dcidos graxos ¢ adicionada ao
aminodcido ativado no primeiro médulo por via de um dominio de condensagdo inicial. A
tioesterase presente no ultimo moédulo catalisa a liberacdo do peptideo e a formacdo de uma
ligacdo éster entre o grupo carboxilico do ultimo aminoacido (Ile) e o grupo hidroxila da Tyr
na posi¢do 3. Os dominios de epimerizagdo foram identificados nos modulos 2, 4, 6 e 9.

Ao contrario da surfactina e fengicina, os derivados de iturina sdo sintetizados por
um complexo multienzimatico hibrido NRPS-PKS. O operon de sintese ¢ constituido de quatro
ORFs denominadas de ituD, ituA, ituB e ituC para iturina e bmyD, bmyA, bmyB e bmyC para
bacilomicina D. Os ultimos trés genes codificam os NRPSs responsaveis pela incorporaciao do
primeiro residuo de Asn (ituA e bmyA), seguidos pelos proximos 4 aminoacidos (Tyr, Asn, Gln
e Pro (ituB) ou Tyr, Asn, Pro e Glu (bmyB) e os ltimos dois residuos Asn, Ser (ituC) ou Ser,
Thr (bmyC). Os dominios de epimerizacao foram identificados nos modulos 2, 3 e 6 e 0 dominio
da tioesterase no médulo 7. O gene ifuD codifica malonil-CoA transacilase (dominio MCT).
Os genes comumente utilizados para pesquisa das estirpes produtoras de iturina sdo ituD e
Ipal4, que codificam respectivamente a coenzima malonil A transacilase, sem a qual a iturina
ndo pode ser sintetizada e fosfopanteteinil transferase, requerida para a maturagdo da iturina

apos sua sintese.

2.7 Regulacio da via biossintética de lipopeptideos em Bacillus spp.

Bactérias do género Bacillus, possuem sistemas de sinalizagdo e regulacdo génica
para biossintese de lipopeptideos. Essa regulagcdo ¢ mediada principalmente pelo mecanismo de
quorum-sensing (RON; ROSENBERG, 2002), isto €, pelo mecanismo de comunicagdo através
do qual bactérias regulam a expressdo de conjuntos de genes especializados em resposta a
densidade celular. Esta percepc¢ao do quorum ¢ capaz de promover a diferenciacdo multicelular,
desenvolvimento de corpos de frutificagdo e esporulagdo, biossintese de antibidticos,
transferéncia de plasmideos por meio de conjugagdo e producao de fatores de viruléncia, assim
como a ativagdo de processos do metabolismo secunddrio, através de moléculas sinalizadoras,
conhecidas como autoindutores.

A expressdo de genes da surfactina esta associada tanto a composi¢ao nutricional
do meio de cultivo quanto ao aumento da densidade celular. O &pice de produgdo da surfactina

ocorre especialmente na transicdo da fase exponencial de crescimento para estaciondria,
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enquanto a biossintese de fengicina e iturina usualmente ocorrem no final da fase estaciondria
(DUITMAN et al., 2007; RAAIJIMAKERS et al., 2010).

A complexidade da sintese ndo ribossomal dos biossurfactantes lipopeptideos
aliada a regulacdo multifatorial dessa sintese sdo fatores que explicam as dificuldades da
producdo heter6loga eficiente desses compostos e justificam o investimento em pesquisas que

buscam descobrir novas estirpes produtoras e/ou novos biossurfactantes.
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3 JUSTIFICATIVA

O funcionamento da sociedade moderna ainda ¢ altamente dependente do petroleo
e seus derivados. Entretanto, as reservas mundiais dessa matéria-prima ndo acompanham o
crescimento populacional e sua crescente demanda por energia. Como agravante desse quadro
tem-se ainda que o volume original de petroleo (original oil in place, OOIP) que jorra pela
pressdo natural de um reservatorio (recuperacao primaria de 6leo) corresponde apenas 10-20%
do OOIP. Portanto, a industria do petrdleo investe muitos recursos em tecnologias para extrair
esse Oleo residual. Existem vérios métodos quimicos e fisicos aplicados a recuperagao
secundaria de petroleo que conseguem aumentar o rendimento de 6leo extraido para 40-50%
do OOIP. O restante do 6leo residual pode potencialmente ser extraido por tecnologias de
recuperacao terciaria que se baseiam na aplicacdo de polimeros, gases, acidos e surfactantes ou
microrganismos produtores desses compostos. Essa tecnologia tem sido aplicada com sucesso
em alguns paises e os bons resultados tém impulsionado as pesquisas visando o
aperfeicoamento dessa tecnologia. Dentre as suas vantagens, destacam-se a melhora no fator de
recuperagdo de 6leo em campos petroliferos (até¢ 350%) e sua aceitagdo ambiental, por ser mais
sustentavel. Como obstaculo para sua aplicacdo em larga escala, tem-se o baixo rendimento e
custo elevado de producdo das culturas/metabdlitos. Portanto, as pesquisas se concentram na
utilizacdo de matérias-primas mais baratas como fonte de carbono para o cultivo de estirpes
convencionalmente usadas em MEOR, melhoramento dos bioprocessos e prospecc¢ao de novas
estirpes de bactérias com alto rendimento.

Virias espécies de bactérias tém sido testadas em MEOR, com destaque para o
género Bacillus, que reune espécies produtoras de exopolimeros, gases e biossurfactantes
utilizados nessa tecnologia. O emprego de biossurfactantes na recuperacdo de petroleo tém se
destacado como promissor devido as habilidades tensoativas dessas moléculas, que facilitam a
mobilidade do 6leo nos poros das rochas do reservatdrio, aumentando sua recuperagao.

Nesse contexto, este trabalho se concentrou na avaliagdo de estirpes de Bacillus
spp. isoladas de sedimentos de manguezais do Ceara, produtoras de biossurfactantes
lipopeptideos, com o intuito de descobrir aquelas mais promissoras para aplicagdo na
recuperagdo de petrdleo. Os manguezais sdo ecossistemas costeiros caracterizados pela
variacdo diaria de pH, oxigénio, temperatura e salinidade devido ao regime das marés e,
portanto, devem abrigar uma microbiota bem adaptada a essas condic¢des flutuantes e cuja
diversidade genética deva ser fonte de biomoléculas de interesse para MEOR. Ressalte-se que
qualquer avanco em MEOR significa reducdo de impactos ambientais negativos advindos da

perfuragdo de novos pogos petroliferos.
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4 OBJETIVOS

4.1

Objetivo Geral

Este estudo teve por objetivo avaliar estirpes de Bacillus spp. produtoras de

biossurfactantes e realizar a caracterizagdo desses compostos visando selecionar as estirpes

mais promissoras para futura aplicagdo na recuperacdo avancgada de petréleo (MEOR).

4.2 Objetivos Especificos

Triar estirpes bacterianas produtoras de biossurfactantes;

Determinar atividade emulsificante e de reducdo de tensao superficial;

Avaliar a capacidade de dispersdo de 6leo dos biossurfactantes;

Identificar as estirpes;

Determinar a concentragdo micelar critica dos biossurfactantes;

Testar a capacidade dos biossurfactantes de inverter a molhabilidade da rocha;

Avaliar o efeito de altas temperaturas, pressao e concentragdes de NaCl nas atividades
tensoativas dos biossurfactantes;

Caracterizar os biossurfactantes por Espectroscopia de Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR), Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) e
Espectrometria de Massas (ESI-Q-TOF MS);

Avaliar a ecotoxicidade dos biossurfactantes;

Eleger as estirpes mais promissoras para futura aplicagdo em MEOR.
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5 METODOLOGIA

5.1 Prospeccio de estirpes bacterianas promissoras para MEOR

A principio foi realizada uma triagem de bactérias produtoras de biossurfactantes
pertencentes ao acervo de microrganismos do Laboratorio de Ecologia Microbiana e
Biotecnologia (Lembiotech) da Universidade Federal do Ceara (UFC), isoladas de sedimentos
de manguezais do Ceard. Nesta colecdo constam 279 estirpes isoladas de sedimentos dos
manguezais Jaguaribe (JAG), Timonha (TIM) e Icapui (ICA) por Barreto (2011) e Lima (2013),
utilizando a estratégia do aquecimento (heat-test) dos sedimentos a 80 °C por 30 min. Essa
estratégia tem por objetivo inativar a microbiota sensivel ao calor e selecionar espécies
produtoras de esporos, como aquelas do género Bacillus, produtoras de biossurfactantes
lipopeptideos.

Para selecionar as melhores estirpes produtoras de biossurfactantes foram
empregados trés critérios. O primeiro avaliou a capacidade das estirpes produzirem emulsdes
estaveis (maior ou igual a 50%); o segundo avaliou a capacidade de reducdo da tensdo
superficial (menor ou igual a 35 mN/m); e o terceiro critério foi a pesquisa-guiada de genes
para surfactina (sfp) ou iturina (ifuD e I[pal4), dois dos principais lipopeptideos com potenciais
aplicagdes na industria do petréleo. A pesquisa foi feita por amplificagdo desses genes por
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), conforme reportado por Barreto (2011) e Lima (2013).
A obediéncia aos critérios permitiu a selecdo de 14 estirpes promissoras que sao objetos deste
trabalho. As estirpes selecionadas foram: JAG 248, JAG 249, JAG 255, ICA 13, ICA 24, ICA
32, ICA 36, TIM 03, TIM 10, TIM 13, TIM 27, TIM 58, TIM 68 ¢ TIM 96, denominadas pelo
prefixo do manguezal de origem e o nimero de catalogacdo de cada estirpe.

Inicialmente, as culturas estocadas em ultrafreezer -80 °C foram reativadas em

placas contendo o meio de cultivo ATGE (15,0 g/L de Agar; 5,0 g/L de Triptona; 1,0 g/L de
Glicose; 2,5 g/ de Extrato de Levedura) e incubadas a 30 °C (Shel Lab®, USA) até o

aparecimento das colonias. Apds confirmacao visual da pureza das culturas, colonias isoladas
de cada estirpe foram submetidas a coloragao de Gram (kit comercial Laborclin, Brasil) e foram
fotografadas em estereomicroscopico em um aumento de 30 x (Nikon Instruments Inc., modelo

SMZ745).

5.2 Producio de biossurfactantes

Para induzir a producdo de biossurfactantes, as estirpes foram cultivadas

isoladamente em Meio Mineral (MM) (MORAN et al., 2000) contendo a seguinte composigao
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por litro: 5 g extrato de levedura; 2,7 g NaCl; 1 g (NH4)2SO4; 6 g NaHPO4; 3 g KH2PO4; 0,6 g
MgS04.7H20 e 10 g glicose; pH 7,0; esterilizado a 110 °C por 15 min. O MM foi suplementado
com 0,1% (v/v) de uma solu¢ao de micronutrientes composta por 10,95 g de ZnSO4.7H>0; 5,0
g de FeSO4.7H20; 1,54 g de MnS0O4.H>0; 0,39 g de CuS0O4.5H20; 0,25 g de Co(NO3)2.6H20 e
0,17 g Na2B4O7.10H20 por litro de 4gua e esterilizada por filtragdo em membrana de 0,22 pm
(Millipore, USA). As culturas foram incubadas sob agitacdo continua de 150 rpm, a 30 °C por

16 h (incubadora Tecnal®, modelo TE-420), quando tiveram suas absorbancias medidas em

espectrofotometro (Genesys™, EUA) a 600 nm, e ajustadas para 0.150 = 0.020. Essas culturas
em fase exponencial de crescimento foram entdo usadas para inocular 600 mL de MM contendo
glicose como fonte de carbono na propor¢do de 10% (v/v). As culturas foram incubadas nas
mesmas condi¢des anteriores por 48 h. Ao final, foram centrifugadas a 7.000 g por 15 min, 4

°C e os sobrenadantes livres de células recolhidos para utilizacdo em ensaios posteriores.

5.3 Precipitacio e purificacdo dos biossurfactantes

Para purificacdo dos biossurfactantes, os sobrenadantes foram submetidos a
precipitacdo acida de acordo com a metodologia proposta por (PEREIRA et al., 2013). Para
tanto, os sobrenadantes foram ajustados a pH 2,0 com HCl 12 M e deixados em repouso por 24

h a 4 °C. Os precipitados foram recolhidos por centrifugacdao a 15.000 g, 4 °C por 20 min e
lavados duas vezes com agua destilada acidificada (pH 2,0), sob centrifugagdo (Hettich®,

420R). Os precipitados foram dissolvidos em agua desmineralizada o suficiente para re-
solubilizagdo e os pHs das solu¢des foram ajustados para 7,0 usando NaOH 1 M. Essas solugdes
concentradas de biossurfactantes foram congeladas em ultrafreezer -80 °C e submetidas ao
processo de liofilizagdo até a completa secagem. As massas foram pesadas em balanga analitica
e armazenadas a 25 °C para posterior utilizagdo em ensaios tensoativos e caracterizagdes

quimica, fisica e célculo de rendimento.

5.4 Indice de Emulsificacio (IE24), Desemulsificacao (ID24) e Reducido da Tensao
Superficial (TS)

A determinagdo da atividade emulsificante foi avaliada de acordo com a
metodologia proposta por (IQBAL; KHALID; MALIK, 1995). O método consiste em adicionar
2,0 mL de hidrocarboneto a mesma quantidade de solucdo de biossurfactante em um tubo de
ensaio com tampa rosqueada e agitar vigorosamente em vortex por 2 min. Cada andlise foi

realizada no minimo em triplicata. Os tubos foram deixados em repouso por 24 h,a 25 °Ce o
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percentual de emulsificagcdo (IE24) foi calculado pela razdo entre a altura da fase emulsionada

(Hre) e altura total (Hrorar) do sistema multiplicado por 100. Nos ensaios de emulsificagao
foram utilizadas querosene (Esso®, BR) e n-hexadecano (Sigma-Aldrich®). Foram testados os

sobrenadantes das culturas, os sobrenadantes das culturas autoclavados (121 °C por 15 minutos)
e solucdes dos lipopeptideos purificados na concentragdo final de 400 mg/L. Para os ensaios de
IE24 em diferentes concentracdes de sal foram utilizados 2 mL de querosene e 2 mL de
sobrenadante suplementado com NaCl a 20, 100, 150 e 200 g/L.

Os ensaios de desemulsificagdo foram realizados através da observacdo da
capacidade das culturas em desestabilizar emulsdes agua em 6leo (ANGELIM, 2012). Para

obter as emulsdes, foram misturados 2 mL do sobrenadante da cultura, 2 mL de querosene e
4,0 uL de T ween ™80 (mono-oleato de polioxietileno-sorbitano, Sigma-Aldrich®, USA). Os

tubos foram agitados por 2 minutos em vortex e deixados em repouso por um periodo de 24 h.
Experimentos controles foram realizados com a mesma metodologia utilizando-se meio
mineral, querosene ¢ Tween 80 nas mesmas propor¢cdes. Em seguida, foi verificada a
persisténcia total, parcial ou desemulsificacdo das emulsdes. Foram considerados negativos os
resultados de persisténcia total da emulsdo, e positivos os resultados nos quais houve
diminui¢do da camada emulsificada ou a completa desemulsificacdo, tendo o controle como
referéncia.

A capacidade dos biossurfactantes em reduzir a tensdo superficial da 4dgua foi
medida em tensidmetro Kruss (Hamburgo, Alemanha, modelo K20) utilizando o método do
Anel Du Néuy (DU NOUY, 1925). Nesse método se observa a resisténcia do anel de platina
em romper a tensdo de superficie do liquido testado, medindo a energia livre da superficie por
unidade de area, isto &, energia necessaria para trazer uma molécula do interior do liquido para
a superficie. Para cada amostra foram utilizados 20 mL dos sobrenadantes ou solucdes
surfactantes dos lipopeptideos purificados. O tensidmetro foi previamente calibrado com agua
destilada (72 mN/m) e meio mineral estéril (60 mN/m), a 25 °C. Foram realizadas pelo menos
5 medi¢des para cada amostra. Os valores foram expressos em porcentagem, de acordo com a
equagdo abaixo:

. (TSi —.Tf) .

100
TSi

Onde:

TS= Tensao superficial
TSi = Valor da tensao superficial do meio de cultura antes do indculo, correspondente a 60 mN/m;
TSt= Valor da tensao superficial apos cultivo de 48 h.
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Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia pelo método ANOVA
com pos-teste de Tukey ou Sidak, utilizando um nivel de significancia de 95% (p < 0,05) no

programa Graph Pad Prism 6.01 (San Diego, CA, EUA).

5.5 Analise dos biossurfactantes apos tratamento a alta temperatura e pressao

Para verificar a resisténcia das biomoléculas a alta temperatura e pressdo, os
biossurfactantes purificados e o surfactante sintético, dodecil sulfato de sédio (SDS), foram
submetidos a uma pressdo de 600 bar (8,702 psi) durante 3 min em uma maquina de pressao
uniaxial. Posteriormente, os biossurfactantes foram pesados e suspensos em adgua ultrapura para
uma concentragdo final de 400 mg/L e na sequéncia foram autoclavados por 15 min a 121 °C.
As propriedades tensoativas foram avaliadas antes e apos a exposi¢ao dos biossurfactantes aos

tratamentos.

5.6 Concentra¢iao Micelar Critica (CMC)

A CMC foi calculada a partir das medidas de redugdo da tensdo superficial (TS) em
diferentes concentragdes de biossurfactantes a 25 °C. Inicialmente foi preparada uma solugao

surfactante de concentracdo elevada e conhecida (400 mg/L), dissolvendo o lipopeptideo
purificado em dgua Milli-Q®. Essa solucdo inicial foi diluida seriadamente em agua (200, 100,

50, 40, 30, 25, 20, 16, 12, 8 e 4 mg/L) e as medidas de tensdo foram realizadas no minimo cinco
vezes, obtendo-se as médias de TS e os desvios padrdo. A CMC corresponde ao ponto de
inflexdo da curva construida com as medidas de tensdo superficial (eixo y) e concentragdo do

biossurfactante (eixo x).

5.7 Ensaio de dispersao de dleo

O teste de dispersao de 6leo ¢ frequentemente usado para identificar de forma rapida
e simples a producdo de biossurfactantes e estabilidade dos mesmos (MORIKAWA; HIRATA;
IMANAKA, 2000). O experimento foi realizado em placas de Petri de 100 mm de didmetro,
em triplicata, onde foram adicionados 40 mL de 4gua do mar (pH 7,8; salinidade 43) e
derramado 0,15 g de petroleo (cedido pela Petrobras). Em seguida, as placas foram agitadas
para espalhar o 6leo formando um fino filme na superficie, logo apos foram aplicados 100 pL
das solucdes dos biossurfactantes purificados na concentracdo de 400 mg/L. Também foram
testados os biossurfactantes apds terem sido submetidos a alta pressdo e temperatura. Como

controle negativo foi usado agua grau Milli-Q esterilizada e como controle positivo uma
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solugdo de 1% de SDS (dodecil sulfato de sddio), um surfactante sintético. O halo de dispersao

foi medido com paquimetro ap6s 1, 5, 30, 60 min e 24 h.

5.8 Ensaio de inversao de molhabilidade de rochas carbonaticas

O ensaio de inversdo de molhabilidade foi realizado com intuito de inferir a
capacidade dos biossurfactantes para inverter a molhabilidade da rocha em reservatorios
carbondticos, que juntamente com a reduc¢do da tensdo interfacial, ¢ um dos parametros
importantes para mensurar o potencial dessas moléculas para MEOR. O ensaio foi realizado de
acordo com a metodologia proposta por Goddard et al. (2005) e validada por técnicos do
CENPES/PDISO/BIO — RJ (Centro de Pesquisas Leopoldo Américo Miguez de Mello -
Petrobras).

Inicialmente a rocha carbonatica foi ativada com uma solugao de hidrocarbonetos
a fim de torna-la molhada com 6leo (oil-wet). Para cada grama de carbonato de célcio em p9,
com granulometria menor que 5 um e previamente seca em estufa por 2 h a 120 °C até peso
constante, foram adicionados 20 mL de uma solugdo 1,5% (m/m) de acido
ciclohexanopentandico em n-decano. A mistura foi mantida em agitagdo de 120 rpm por 24 h
a temperatura ambiente, de forma a se atingir o equilibrio de adsor¢do do 4cido nafténico a
rocha. A mistura foi mantida em repouso até decantacdo de toda calcita da solucdo de acido
nafténico. Posteriormente, a calcita molhada com 6leo foi seca em estufa com exaustio de ar a
70 °C por 24 h, para remover todo o n-decano. Para o teste, foram pesados em tubos de vidro
com tampas rosqueadas 0,25 g da rocha ativada e foram adicionados 5 mL da solugdo de
biossurfactante previamente submetido a alta pressdo e temperatura, na concentragao de 50
mg/L. Os tubos foram agitados manualmente por 2 min e deixados em repouso por 24 h, quando
foi analisada qualitativamente a inversdo da molhabilidade da rocha promovida pelos
biossurfactantes em comparagdo aos controles. O ensaio foi feito em duplicata e como controles
negativo e positivo foram usados 4gua do mar sintética e SDS nas concentragdes de 50 mg/L e
2500 mg/L, respectivamente. Foram considerados negativos os resultados onde a calcita flutuou
no topo da solugdo aquosa (oil-wet) ap0Os agitagdo e positivos os resultados nos quais houve

precipitagdo parcial ou total da calcita no fundo do tubo (water-wet).
5.9 Identificagdo molecular das estirpes bacterianas

5.9.1 Extracdo do DNA genomico

O DNA gendmico das estirpes foi extraido usando o protocolo do brometo de cetil

trimetilamonio (CTAB) (WARNER, 1996). Ao final da extragdo, o DNA obtido foi eluido em



49

50 pL de Tris-HCI1 (10 mM; pH 8,0) com 20 pg/uL. de RNAse. As concentracdes e qualidades
das extragdes de DNA foram avaliadas por medidas da absorbancia a 260 nm, 280 nm e 230

nm, em espectrofotometro Nanodrop® ND-1000 (NanoDrop, Wilmington, DE, EUA).

5.9.2 Amplificacdo e sequenciamento dos genes 16S RNAr, rpoB e gyrB

A identificagio molecular das estirpes de bactérias foi realizada pelo
sequenciamento do gene codificador do RNAr 168, e pelos genes constitutivos que codificam
a subunidade § da RNA polimerase (rpoB) e a subunidade 3 da DNA girase (gyrB).

As reacgdes de PCR foram realizadas em um volume final de 50 puL, contendo 50 ng
de DNA gendmico; 20 mM Tris-HCI (pH 8,4); 3,0 mM MgCl,; 0,2 mM de cada dNTP; 0,5 uM
de cada iniciador e 1,0 unidade de Taq DNA polimerase (GoTaq, Promega, USA). O 16S rDNA
foi amplificado por reagdo em cadeia da polimerase (PCR) usando os iniciadores universais
para  bactérias 27F  (5-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3') e 1525R  (5'-
AAGGAGGTGWTCCARCC-3") (MARCHESI et al, 1998). As PCRs foram feitas em
termociclador (Eppendorf Mastercycler® Hamburgo, Alemanha) programado para uma etapa
de desnaturacdo inicial (4 min 94 °C), seguido por 35 ciclos de 1 mina 94 °C, 1l min a 55 °C e
2 min a 72 °C. O tltimo ciclo foi seguido por uma extensao final de 10 min a 72 °C.

Os genes gyrB e rpoB foram amplificados e sequenciados utilizando os iniciadores
UPI-F (5'-GAAGTCATCATGACCGTTCTGCAYGCNGGNGGNAARTTYGA-3") e UP2-R
(5'-AGCAGGGTACGGATGTGCGAGCCRTCNACRTCNGCRTCNGTCAT-3") para gyrB;
e mpoB - F (5-AGGTCAACTAGTTCAGTATGGAC-3') e rmpoB - R (5
AAGAACCGTAACCGGCAACTT-3") para rpoB (AHAOTU et al., 2013). A amplificacdo de
gyrB consistiu de uma etapa inicial de desnaturacao de 2 min a 94 °C, seguido por 30 ciclos de
I min a 94 °C, 1 min a 66 °C e 2 min a 72 °C. O ultimo ciclo foi seguido por uma extensao
final de 7 min a 72 °C. A amplificagdo de rpoB foi realizada utilizando desnaturacdo de 2 min

a 94 °C, seguido por 40 ciclos de 30s a 94 °C, 45s a 51 °C, 50s a 68 °C, e uma extensao final
de 68 °C durante 90s. Bacillus subtilis subs. spizizenii ATCC® 6633™ (Manassas, VA, USA)

foi utilizada como controle positivo.

Os produtos das amplifica¢des foram analisados por eletroforese em gel de agarose

1% (m/v) corado com SYBR® Safe DNA (Invitrogen, EUA). Os produtos foram purificados

usando o Wizard® SV Gel e PCR Clean-up System (Promega Corporation, Madison, WI, USA).
A concentrag¢do dos produtos purificados foi determinada medindo-se a absorbancia a 260 nm

(A260) em espectrofotometro Nanodrop® ND-1000.



50

O sequenciamento de DNA foi realizado pela empresa Macrogen Inc., Seul, Coréia.
As reagdes de sequenciamento foram realizadas utilizando os iniciadores 27F, 1492R (5'-
TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3'"), 518F (5-CCAGCAGCCGCGGTAATACG-3") e
800R (5'-TACCAGGGTATCTAATCC-3") para rtDNA 16S; UP1-F, UP2-R para gyrB; rpoB-
F, rpoB-R para rpoB genes e o kit ABI PRISM®BigDyeTM Terminator Cycle Sequencing
(Applied Biosystems, CA, EUA). As sequéncias parciais fornecidas pela empresa Macrogen
Inc. foram de alta qualidade (Phred >20) e utilizadas para gerar sequéncias consenso usando o
programa Codon Code Aligner versao 6.0.2 (Codon Code Corp, USA). Todas as sequéncias
obtidas neste estudo foram depositadas no GenBank e os numeros de acesso estdo listados na

Tabela 8.

5.9.3 Arvore Filogenética Concatenada
Todas as andlises filogenéticas foram realizadas usando os programas
Geneious versio 9.1.6 (KEARSE et al.,, 2012) e MEGA versao 6.06 (TAMURA et al., 2013).

As sequéncias consenso (RNAr 16S, gyrB e rpoB) foram alinhadas e comparadas com outras
sequéncias depositadas no GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank), usando o Basic Local
Alignment Search Tool — BLAST (ALTSCHUL et al., 1997). O alinhamento multiplo das
sequéncias foi realizado com a ferramenta Clusta/W (THOMPSON; HIGGINS; GIBSON,
1994) para cada gene separadamente, em seguida, os alinhamentos foram trimados e
concatenados. O alinhamento multiplo concatenado foi entdo utilizado para construir arvores
filogenéticas usando o algoritmo Neighbor-Joining (SAITOU; NEI, 1987) e o modelo de
evolucdo Kimura 2 parametros (KIMURA, 1980) para estimar as distdncias evolutivas. A
estabilidade dos clados gerados foi avaliada pelo teste de bootstrap (FELSENSTEIN, 1985)

com 1000 reamostragens.
5.10 Caracterizacao dos surfactantes bacterianos

5.10.1 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

As andlises de DSC foram realizadas no Laboratério de Propriedade e
Caracterizagao de Cristais no Departamento de Fisica da UFC. Este ensaio mede a diferenga
entre a entalpia da amostra e do material de referéncia enquanto ambos sdo submetidos a uma
programacdo controlada de temperatura. Este ensaio foi realizado com o intuito de obter
informagdes sobre as temperaturas de transi¢do dos biossurfactantes como a temperatura de

transicao vitrea, a temperatura de cristalizacdo e de fusdo cristalina.
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Os ensaios consistiram em pesar 3,0 mg dos biossurfactantes purificados sela-los

em cadinhos de platina com tampa e submeté-los a andlise em equipamento DSC Netzsch-
Gerdtebau Gmbh Maia® modelo 200 F3, numa taxa de aquecimento de 5 °C /min em atmosfera

inerte (nitrogénio — N»), com gradiente de temperatura variando de 30 a 300 °C. Os
termogramas de DSC foram obtidos através da representagdo grafica do fluxo de calor em

fungdo da temperatura, gerados no sofiware Origin Pro 2016 (Northampton, MA, USA).

5.10.2 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

As andlises de infravermelho foram realizadas no Laboratdrio de Espectroscopia
Vibracional e Microscopia (LEVM) do Departamento de Fisica da UFC. Os biossurfactantes
purificados liofilizados foram caracterizados em um espectrometro de absorc¢do infravermelho
por transformada de Fourier FT-IR (Vertex 70 v, Bruker) operando em modo de refleccao
atenuada total (ATR) a vacuo. Os espectros de FTIR com uma resolugdo de 4 cm™! foram
coletados em comprimentos de onda entre 400 a 4000 (cm™), tendo sido realizado uma média

de 128 scans, corrigidos e convertidos para transmitancia.

5.10.3 Espectrometria de Massas com lonizacdo por Eletrospray (ESI-Q-TOF MS)

Todas as analises de determinacdo de massas dos metabolitos produzidos pelas
estirpes bacterianas foram realizadas no Laboratorio Thomson de Espectrometria de Massas,
na Universidade Estadual de Campinas em S@o Paulo. Os lipopeptideos purificados liofilizados
foram solubilizados em dgua e metanol (proporcdo 1:1), para a concentragdo final em torno de
2 mg/mL (m/v). A determinacdo da massa molecular dos compostos foi realizada utilizando-se
um espectrometro de massas Q-ToF-MS (6550 iFunnel, Agilent Technologies). Todos os
reagentes utilizados foram de grau analitico.

As massas dos componentes foram obtidas por ionizagdo por eletrospray em modo
fon positivo, ESI (+). Acido formico a 0,1% foi adicionado para facilitar a protonagdo dos
compostos. A solu¢do da amostra foi infundida diretamente na fonte ESI com os seguintes
parametros: modo centréide a uma taxa de 1,0 espectro por segundo (2 GHz). A voltagem do
capilar foi ajustada para +2,8 kV; voltagem do fragmentador foi ajustado em +110 V, a vazao
de fluxo de gas N» de secagem foi de 6 L min™! a 300 °C e gas nebulizador em 30 psi. Para
garantir a precisdo de massa, a calibra¢@o interna continua foi realizada durante as analises pelo
sistema de calibracdo automatica utilizando uma solugao de calibrag¢do, que compreende massa
de referéncia m/z 922,009798 (HP-0921, hexaquis 1H, 1H, 3H tetrafluoro propoxi fosfazine).
A aquisicdo de dados foi realizada ao longo do intervalo de m/z 900-1700 (full scan). Trés
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lipopeptideos comerciais, surfactina, iturina A e fengicina de Bacillus subtilis (Sigma-Aldrich,

Sao Paulo, Brasil) também foram analisados neste estudo e usados como referéncias.

5.10.3.1 Processamento dos dados e Analise Estatistica

Todos os dados foram adquiridos e controlados através do software Agilent Mass
Hunter Workstation LC-MS Data Acquisition versao B.05.00 (Agilent Technologies). Os
espectros foram analisados, reprocessados e exportados usando o software Agilent Mass Hunter
Qualitative Analysis versao B.03.00 (Agilent Technologies). A principio a analise espectral
consistiu em reduzir os ruidos na linha de base, recalibrar os espectros apds aquisi¢ao dos dados,
e subtrair o background da andlise. Por fim, os padrdes isotdpicos de cada lipopeptideo
analisado foram convertidos e exportados em razdes massa/carga (m/z) e suas respectivas
intensidades.

As andlises estatisticas dos dados de ESI-MS de todas as estirpes estudadas foram
realizadas no programa MetaboAnalyst 3.0 (XIA et al, 2009, 2012, 2015) plataforma
disponivel online - http://www.metaboanalyst.ca/MetaboAnalyst/faces/Home.jsp. Os valores
nulos ou ausentes foram substituidos pela metade do valor minimo positivo a partir dos dados
obtidos no pré-processamento. A normalizagdo pela soma foi realizada a fim de evitar ou
minimizar as diferencgas na deteccdo entre as amostras resultantes da variacao da concentragao
e da sensibilidade do detector ao longo da anélise. Conjuntamente, os valores de intensidade de
cada pico foram escalonados pelo método de Pareto (que usa a média dividida pela raiz
quadrada do desvio padrdo de cada varidvel) para que todas as varidveis possam exercer
influéncia equivalente sobre os resultados (VAN DEN BERG et al., 2006; WIKLUND et al.,
2008).

A andlise de componentes principais (PCA) e as andlises discriminantes por
quadrados minimos parciais (PLS-DA) e por proje¢des ortogonais a estruturas latentes (OPLS-
DA) foram usadas para mostrar a maxima covariancia entre os dados e comparar os perfis dos
metabolitos de cada estirpe bacteriana. PLS-DA proporciona um método grafico de facil
compreensdo para identificar as observagdes (metabolitos) que fazem a separagdo entre os
grupos e a significancia estatistica do resultado. As varidveis que mais contribuiram para
diferenciar os grupos (VIP — Variable Importance in the Projection) foram identificadas pela
andlise ANOVA seguida pelo teste de Tukey. Quanto a validagao estatistica, esta foi verificada
pelos valores das qualidades dos modelos R? (variancia, qualidade do modelo) e Q? (preditor

da variancia, previsibilidade do modelo) verificados para PLS-DA e OPLS-DA. E por fim, foi
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realizada uma andlise de agrupamento usando distancia Euclidiana e o algoritmo Ward para

mostrar a correlagdo entre os varios tipos de lipopeptideos produzidos entre as estirpes.

5.11 Avaliaciao da ecotoxicidade dos biossurfactantes

A avaliacdo da ecotoxicidade dos biossurfactantes foi avaliada contra nduplios do
microcrustaceo Artemia salina (CARVALHO et al., 1988; MEYER et al., 1982). Antes de
iniciar o ensaio, uma pequena porc¢ao de cistos foi posta para eclodir em um tanque aerado
contendo 2 L de dgua do mar artificial, contendo a seguinte composi¢do por litro: 15,15 g de
NaCl; 2,18 g de MgCL.6H>0; 2,85 g de MgS04.7H20; 0,65 g de CaCl; 0,116 g de NaHCOs3;
0,414 g de KCI sob iluminagdo artificial constante. Nauplios (n = 10
nauplios/amostra/concentrac¢ao), eclodidos em dgua do mar artificial (3,5% de salinidade; pH
7,8) e com 48 h de vida foram transferidos para tubos de ensaio contendo 3 mL de solugdes de

biossurfactantes e surfactantes sintéticos SDS e Triton™ X-100 (t — octilfenoxipolietoxietanol,
Sigma-Aldrich®, Saint Louis, USA) como controles positivos, diluidos em 4agua do mar, nas

concentragdes de 50, 150 e 300 mg/L. No controle negativo continha apenas dgua do mar
artificial. As amostras foram observadas apos 24 h para o célculo da taxa de mortalidade em
cada concentracdo das amostras testadas. Foram considerados mortos os nauplios que
permaneceram imoéveis apos agitacdo suave dos tubos. Os experimentos foram realizados em
quintuplicatas e os resultados expressos como média + desvio padrdo. Os resultados foram
plotados em um grafico para correlacionar mortalidade versus concentracdo da amostra a fim

de estimar a concentragao letal para 50% dos individuos (CL50).
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6 RESULTADOS

6.1 Prospeccao de bactérias produtoras de biossurfactantes

Baseado nos trabalhos prévios de Barreto (2011) e Lima (2013), foi feita uma
prospeccao-guiada a fim de selecionar as estirpes produtoras de biossurfactantes de melhor
desempenho. Os resultados obtidos a partir da combinagdo dos dois primeiros critérios de

selecdo (emulsdes estaveis e reducdo da tensdo superficial) estdo mostrados na Figura 5.

Figura 5 — Agrupamento de 279 estirpes de bactérias isoladas de sedimentos de trés manguezais do
Ceara (Jaguaribe, Timonha e Icapui) com base nas atividades de redug@o da tensdo superficial e emulsifica¢do do

querosene, utilizando os sobrenadantes das culturas cultivadas em meio mineral por 48 h.
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Os resultados mostraram que dos 279 isolados analisados, 33 (3 Jaguaribe; 14
Icapui; 16 Timonha) produziram tensoativos que reduziram a tensdo superficial do meio
mineral em mais de 50%, e 69 (2 Jaguaribe; 34 Icapui; 33 Timonha) que reduziram a tensao
superficial em mais de 40%. Em relacdo a atividade emulsificante, apenas 52 foram capazes de
promover emulsdes dgua-6leo estaveis com indices superiores a 50%, sendo 4 estirpes do

Jaguaribe, 18 do Icapui e 30 do Timonha (Figura 5).
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O terceiro critério adotado para sele¢do das estirpes foi a presenca de genes para
surfactina (sfp) e iturina (ituD e Ipal4). A andlise dos amplicons detectou 6 estirpes como
potenciais produtoras de surfactina (JAG 249, ICA 24, ICA 32, TIM 10, TIM 27, TIM 68), 7
como potenciais produtoras de iturina (JAG 248, JAG 255, ICA 13, ICA 36, TIM 03, TIM 13,
TIM 96), e 1 estirpe foi positiva para o gene da surfactina e para um dos genes de iturina (TIM
58) (Barreto, 2011; Lima, 2013).

A partir dessa prospecgdo-guiada 14 estirpes foram selecionadas, sendo trés
provenientes do manguezal do Jaguaribe (JAG 248, JAG 249, JAG 255), quatro do Icapui (ICA
13, ICA 24, ICA 32 e ICA 36) ¢ sete do Timonha (TIM 03, TIM 10, TIM 13, TIM 27, TIM 58,
TIM 68 e TIM 96).

Apesar de JAG 248 ter sido selecionada, sua atividade emulsificante ndo se mostrou
estavel, ja que a emulsdo se desfez dentro de 24 h, ao contrario das emulsdes produzidas pelas
demais estirpes que permaneceram estaveis por pelo menos um més de monitoramento. Esse
comportamento diferente da JAG 248 levantou a hipdtese de que essa estirpe produzisse

tensoativos diferentes das demais, e por isso continuou no estudo para se testar essa hipotese.

6.2 Atividade Emulsificante (IE24) em diferentes fontes hidrofébicas

A Figura 6 apresenta a média dos indices de emulsificacdo do querosene e n-
hexadecano promovida pelos sobrenadantes brutos das 14 estirpes selecionadas. Todos os
biossurfactantes produzidos foram capazes de formar emulsdes estaveis tanto em misturas com
querosene quanto com n-hexadecano, tendo IE24 maior do que 55%, com exce¢do de JAG 248.
Os tipos de emulsdes ndo diferiram entre as fontes hidrofobicas, sendo todas as emulsdes do
tipo agua/dleo (A/O).

A analise estatistica de multipla comparacdo (ANOVA com poés-teste de Tukey)
indicou que o sobrenadante da estirpe TIM 96 foi o que apresentou maior indice de
emulsificacdo dentre as amostras testadas e que somente JAG 248, JAG 249, ICA 24, TIM 03,
TIM 10 e TIM 68 foram estatisticamente diferentes, promovendo [E24 menores, porém, ainda
bons emulsificantes. ICA 24, TIM 03 e TIM 10 emulsionaram melhor o n-hexadecano do que

o querosene, enquanto TIM 68 apresentou IE24 maior para o querosene.
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Figura 6 — Percentuais de emulsificagdes de querosene e hexadecano obtidos com os sobrenadantes
das 14 estirpes selecionadas. Letras diferentes significam resultados estatisticamente diferentes (p < 0,05). Multipla

comparagao com analise de variancia (ANOVA) e pos-teste de Tukey.
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6.3 Estabilidade dos biossurfactantes apos exposicido a altas concentracdes de NaCl,

pressio e temperatura

6.3.1 Efeito da temperatura na atividade emulsificante

Os resultados dos testes de emulsificagdo do querosene com os sobrenadantes das
culturas antes e apos autoclavagdo a 121 °C por 15 min estdo mostrados na Figura 7. Treze
estirpes (JAG 249, JAG 255, ICA 13,1CA 24, ICA 32,ICA 36, TIM 03, TIM 10, TIM 13, TIM
27, TIM 58, TIM 68, TIM 96) se destacaram por produzirem biossurfactantes capazes de
emulsionar querosene com IE24 superiores a 55%, independentemente de terem ou ndo sido
submetidas a autoclavagdo, confirmando a estabilidade térmica destas biomoléculas. Ao
comparar os resultados obtidos com biossurfactantes e com o surfactante sintético SDS,
observa-se que apenas os sobrenadantes das estirpes JAG 248, ICA 24, TIM 03 e TIM 10
produziram IE24 menores do que o SDS ndo autoclavado, enquanto todas as outras amostras
foram estatisticamente iguais ao SDS. As emulsdes promovidas pelos biossurfactantes das
estirpes JAG 248 e TIM 03 tiveram aumento significativo apos a autoclavacao, enquanto o SDS
perdeu completamente sua atividade emulsificante.

Interessantemente, o sobrenadante de JAG 248 que praticamente ndo apresentou
atividade emulsificante (IE24 < 25%); apos autoclavacdo, apresentou elevada atividade
emulsificante (65%), como mostrado na Figura 7 e Figura 8. A partir desse resultado foi
levantada a hipdtese de que essa estirpe produz pelo menos duas moléculas com atividades
tensoativas diferentes, uma molécula termoestavel (emulsificante) e uma molécula termolébil
(desemulsificante). Portanto, apenas apds o desemulsificante ter sido inativado pelo calor, a

atividade emulsificante foi revelada.
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Figura 7 — Indices de emulsificagdes do querosene promovidos pelos sobrenadantes das culturas

antes e apos autoclavacdo a 121 °C por 15 min. Letras diferentes significam resultados estatisticamente diferentes

(p <0,05). Multipla comparagdo com analise de varidncia (ANOVA) e pos-teste de Sidak.
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Legenda: CN: controle negativo; SDS: 1% dodecil sulfato de sodio.

Figura 8 — Emulsdo do querosene promovido pelo sobrenadante da JAG 248 ndo autoclavado (a

esquerda) e apds autoclavag@o a 121 °C por 15 minutos (a direita).

Sobrenadante bruto nao autoclavado Sobrenadante bruto autoclavado

i

Fonte: autor.
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A fim de comprovar a presenga de um composto capaz de desestabilizar emulsoes,

o sobrenadante da JAG 248 foi utilizado sobre uma emulsdo estavel preparada com querosene

e Tween 80, que foi totalmente desfeita, como evidenciado na Figura 9. Esse resultado

confirmou a hipdtese inicial de que JAG 248 produz um composto diferente, no caso, um

desemulsificante.

Figura 9 — Aspecto da emulsdo A/O estabilizada por Tween 80 (controle) e sua completa dissolugao

apos aplicacdo do sobrenadante bruto da cultura JAG 248.

| Sobrenadante Bruto
Controle AG 248

e

Fonte: autor.

Para analisar um possivel efeito sinérgico entre os biossurfactantes e ratificar a

atividade desemulsificante da JAG 248 mesmo na presenga de outros tensoativos, foram

preparadas e testadas as seguintes combinagdes, sem e com a presenca do sobrenadante desta

cultura (Figura 10):

1 — Misturas dos sobrenadantes das culturas do mesmo manguezal:

JAG’s (JAG 248, JAG 249 ¢ JAG 255);

JAG’s (-JAG 248);

ICA’s (ICA 13, ICA 24, ICA 32 ¢ ICA 36);

TIM’s (TIM 03, TIM 10, TIM 13, TIM 27, TIM 58, TIM 68 e TIM 96);

2 — Misturas dos sobrenadantes entre manguezais:

TIM’s + JAG’s;
TIM’s + JAG’s (-JAG 248);
ICA’s + JAG’s;
ICA’s + JAG’s (-JAG 248);
ICA’s + TIM’s;
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3 — Misturas dos sobrenadantes de todas as estirpes:
o JCA’s+TIM’s +JAG’s;
o ICA’s+TIM’s +JAG’s (-JAG 248).

Figura 10 — indices de emulsificagdes obtidos com as misturas dos sobrenadantes das culturas intra
e inter manguezais. Letras diferentes significam resultados estatisticamente diferentes (p < 0,05). Multipla

comparacdo com analise de variancia (ANOVA) e pds-teste de Sidak.
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1cas+Tivs (s byeye

Indice de emulsificagio (%)

Dentre as misturas testadas, o pool dos sobrenadantes das ICAs produziu [E24 mais
elevado. Entretanto, no geral, os valores de IE24 ndo foram significativamente superiores
aqueles obtidos com os sobrenadantes isoladamente, demonstrando que ndo ha sinergismos
entre as moléculas. Além disso, ficou provado que a presencga do sobrenadante da cultura JAG

248 desestabiliza totalmente as emulsdes promovidas pelas outras estirpes.

6.3.2 Efeito combinado da alta temperatura e pressdo nas atividades tensoativas

Dando continuidade ao estudo de estabilidade dos biossurfactantes, desta vez os
biossurfactantes foram secos por liofilizacdo e os pos foram submetidos a uma a¢ao combinada
de alta temperatura e pressdo. Primeiro, foram submetidos a pressdo de 600 bar por 3 min e
entdo ressolubilizados em agua ultrapura constituindo solug¢des surfactantes na concentragao
final de 400 mg/L. Na sequéncia, essas solugdes foram autoclavadas por 15 min a 121 °C e
entdo investigadas quanto a capacidade de emulsionar o querosene, reduzir a tensdo superficial
da 4gua, dispersar petroleo e inverter a molhabilidade de rochas carbonéticas.

Quanto a atividade emulsificante, apenas o biossurfactante produzido por JAG 248

apresentou uma diferenga significativa, com indice de emulsdo final maior que o inicial, como



61

ja esperado devido a inatividade do desemulsificante pelo calor. O SDS apds os mesmos
tratamentos mostrou uma reducao significativa de sua atividade emulsificante. Todos os demais
biossurfactantes retiveram suas atividades emulsificantes como pode ser visualizado na Figura
11. E importante frizar que a média dos valores de IE24 (58%) e de TS (28 mN/m) promovidos
pelos biossurfactantes purificados, submetidos a alta pressdo e autoclavacao, foram melhores
do que aqueles apresentados pelos sobrenadantes brutos das culturas (Tabela 7). A Tabela 7
sumariza a caracterizagdo das propriedades tensoativas, classe quimica, CMC e produgdo de

biossurfactantes isolados de estirpes de Bacillus spp.

Figura 11 — Emulsdo do querosene promovida pelo SDS e pelos biossurfactantes na concentragao

de 400 mg/L apoés tratamento a 600 bar de pressao e autoclavagao.

SDS  JAG 248 JAG 249 JAG 255 ICA13 ICA24 1ICA32 ICA36

el L

TIM03 TIM10 TIM13 TIM 27 TIM S8 TIM 68 TIM 96

g g , lﬂ )f“{ " P[Iﬂ

Fonte: autor.

Na Figura 12 sdo mostrados os resultados das medidas de reducdo da tensdo
superficial antes e apds os tratamentos de alta pressdo e temperatura. Observa-se que 0s
biossurfactantes purificados retiveram suas atividades, reduzindo a tensao superficial da dgua
de 72 mN/m para valores entre 26,9 ¢ 30,4 mN/m, valores bem proximos aos obtidos pela
surfactina comercial purificada. A analise de multipla comparagdo indica que a pressdo e o calor
exerceram um efeito positivo na tensoatividade dos biossurfactantes, ja que as melhores
reducdes superficiais foram significativamente menores apos exposicdo ao tratamento, em
especial ICA 13, TIM 03, TIM 58 e TIM 96. O surfactante sintético (SDS) apresentou o mesmo
comportamento, tendo significativa reducdo da TS apds exposicdo ao calor e pressao,
entretanto, o valor de TS foi bem mais alto (37 mN/m) e significativamente diferente (p<0,05)

dos valores alcangados pelos biossurfactantes purificados (Figura 12).
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Tabela 7 — Caracterizagdo das propriedades tensoativas e classe quimica de biossurfactantes produzidos por estirpes de Bacillus spp. isoladas de sedimentos de manguezais do Ceara.

Parametros Tensoativos

Composicao do

Biossurfactante nio Biossurfactante submetido a 600 bar de pressao e . .
~ . biossurfactante CMC Producao
Estirpe autoclavado autoclavacio 121 °C/15 min
< P : 5 /L /L
S;Z‘;;fgal Emulsificagio S;Zﬁi_fgal Emulsificagio D&f)pglresz" Inversio FTIR Familia (mg/L) (mg/L)
. N o . ,
(MN/M) 1E24% (mN/M) 1E24% %) Molhabilidade bandas Lipopeptideo
B. am_}l]lel(l;q;l:gacwns 20.3 £ 0,06 255419 274+ 0,09 68,740 100+ 0 + Ag+AA B+l 26,78 802
B. subtilis

VI 2794015  615+0  272%007  656+31  100+0 + AgHAA S 20,53 627
B, “mly]’A”’(’;‘I;‘g“"’e”s 294017 59627  27,7£008  656+3,1  100£0 + AgrAA B+ 6,12 846
B. amy{téll:l;gfaczens 28.540,17 60+0 26,9 0,08 65,6 =3,1 100£0 i Ag+AA B+ 10,55 535
B. \}tzéhzgzrtts 28,4 + 0,06 68,70 27,1 +0,08 68,7+ 0 100 £ 0 b AgtAA B+I 10,62 720
B, subtiis 2094010 63427  290£007  593+31  100%0 g AgrAA B+ 12,12 364
B. amy{tggnngactens 28.4+0.,10 64.1+3,7 29.1 + 0,04 56,6 +3,1 100 £ 0 - AgtAA S+F 20,16 602
B, “"'yﬁ’lg’éf“c""”s 2824006 62,60  269+008  68,7+0 100+ 0 + AgrAA B+ 15,95 609
Bﬁ;’f’{f,'s 20,1£0,12  632+1,0  279£007  67,7%1 100+ 0 g AgrAA S 18,64 598
Bramylobquefaciens 3131015 62428 304008 65631  100+0 + AgrAA B+S+F 12,23 647
B suptils 285020  60,7+1,1  268+005  687+0 100 0 ++ AgHAA S 5,34 588
B suptits 288+020  667+28  278+006  687+0 1000 g AgtAA S 9,53 618
B. \’)It‘zllﬁ/in;grtts 29.6 + 0,40 61.5+0 29,1 + 0,04 67,7 1 100+ 0 - Ag+AA S 16,29 469
B. amyézgzl;e{aCJens 30,5+ 0,38 66+2.8 28,6+ 0,04 68,7+ 0 100+ 0 +++ AgtAA B+S 17,67 593

Legenda: IE24 = indice de emulsifica¢do promovido pelos lipopeptideos antes e apés exposicdo a autoclavagdo 121 C por 15 min (1atm) e a 600 bar de pressdo,; FTIR=Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier,

Ag=dcidos graxos; AA=aminodcidos; Familias de lipopeptideos majoritarias (B=Bacilomicina; F=Fengicina; I=Iturina A; S=Surfactina); Simbolos: (+++) inversdao molhabilidade total; (++) inversdo molhabilidade parcial; (-) ndo
inversdo da molhabilidade; (nd): parametro nao determinado, CMC= concentra¢ao micelar critica.
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Figura 12 — Redug@o da tensdo superficial da 4gua promovida por biossurfactantes e pelo SDS antes

e apds exposicdo a 600 bar de pressdo seguido de autoclavagdo. Letras diferentes significam resultados

estatisticamente diferentes (p < 0,05). Multipla comparagdo com analise de varidncia (ANOVA) e pos-teste de

Tukey.
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6.3.3 Efeito do sal na atividade emulsificante

Os resultados dos testes de emulsificagdo do querosene com os sobrenadantes das

culturas em presenca de diferentes concentracdes de NaCl (20, 100, 150 e 200 g/L) estdao

mostrados na Figura 14. Todos os sobrenadantes emulsionaram querosene na presenca de 20

g/L de NaCl, com valores similares aqueles obtidos na auséncia de sal. Diferente dos demais, o

sobrenadante da JAG 248, que normalmente ndo apresenta atividade emulsificante, apresentou

atividade com o aumento da concentracao de sal (Figura 13 e Figura 14). Considerando que

essa estirpe produz pelo menos duas moléculas com atividades tensoativas diferentes,

emulsificante e desemulsificante, ¢ possivel que somente apos o desemulsificante ir perdendo
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atividade com o aumento da concentragdo de sal que o emulsificante se tornou efetivo. Desse
modo, aproveitando que o desemulsificante ¢ termolabil, reavaliamos o potencial apenas do
emulsificante testando o sobrenadante desta cultura autoclavado a 121 °C por 15 min (JAG
248%*). Dessa vez, o bioemulsificante produzido pela estirpe JAG 248 emulsionou o querosene

até a concentragdo de 150 g/L de NaCl

Figura 13 — Aspectos das emulsdes do querosene promovidos por sobrenadantes da JAG 248 ndo
autoclavados (A) e sobrenadantes autoclavados (B) em diferentes concentragdes de NaCl. De 1 a 5,

respectivamente: 0; 20; 100; 150 e 200 g/L. de NaCl.

- +

0g/L Concentragao de NaCl 200 g/L

Em resumo, os sobrenadantes de nove das 14 estirpes (JAG 248%*, JAG 255, ICA
13, ICA 24, TIM 03, TIM 27, TIM 58, TIM 68, TIM 96) destacaram-se por promoverem
emulsificacdo do tipo agua/dleo (A/O), com indices superiores a 40% na presenca de 100 g/L
de NaCl, enquanto trés (ICA 24, TIM 03 e TIM 96) mantiveram essa atividade na presenga de
150 g/L de NaCl. Em presenca de 200 g/L. de NaCl a atividade foi completamente perdida ou
muito baixa (Figura 14). Assim, ¢ importante ressaltar que houve uma correlagcdo negativa entre
a salinidade e o IE24.

As analises estatisticas foram realizadas apenas com as amostras que apresentaram
IE24 acima de 40%. O primeiro teste de analise de variancia revelou que em 20 g/L. de NaCl
apenas as emulsdes produzidas pelos biossurfactantes de JAG 248* e ICA 32 foram
estatisticamente iguais entre si, assim como ICA 36 ¢ TIM 13. Em 100 g/L de NaCl, foram
iguais: JAG 255 e TIM 27; TIM 03 e TIM 58. Nas demais concentragdes, todas as estirpes
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foram estatisticamente diferentes entre si. A manutencdo da atividade tensoativa de alguns

sobrenadantes em concentracdes tao elevadas quanto 100 e 150 g/L é promissora para MEOR.

Figura 14 — Efeito da concentragdo de NaCl (20, 100, 150 e 200 g/L) na emulsifica¢do do querosene
promovida por sobrenadantes das culturas cultivadas durante 48 h em meio mineral. Simbolos iguais significam

resultados estatisticamente iguais (p > 0,05). Multipla comparagdo com andlise de varidncia (ANOVA) e pds teste
de Tukey.
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Legenda: JAG 248*: sobrenadante autoclavado a 121 °C por 15 minutos; os demais foram realizados com os

sobrenadantes brutos sem passar por tratamento térmico.

6.4 Concentracio Micelar Critica (CMC) dos biossurfactantes

Os biossurfactantes produzidos pelas 14 estirpes de bactérias se revelaram
promissores tensoativos, considerando suas baixas CMCs (Figura 15). A regressdo ndo linear
dos dados de tensdo superficial x concentracdo dos biossurfactantes revelou que o ponto de
inflexdo dos graficos foi entre 5 e 26 mg/L para todos os biossurfactantes, ponto no qual é

atingida a CMC. A Tabela 7 e Anexo A apresentam a concentragdo micelar critica de cada

biossurfactante.
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Figura 15 — Determinagdo da concentragdo micelar critica (CMC) dos biossurfactantes.
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6.5 Ensaio de dispersao de 6leo derramado em agua do mar

Os biossurfactantes apds serem expostos a alta pressao e temperatura foram capazes
de dispersar o filme de petrdleo na superficie da 4gua instantaneamente, promovendo halos
equivalentes ao didmetro da placa de Petri (10 cm). Ademais, a dispersdo foi estavel, ou seja,
ndo regrediu ou se desfez ap6s 24 h de observagdo. Os resultados estdo mostrados na Figura
16. Para fins comparativos com um surfactante sintético foi utilizado o SDS. O SDS dispersou
imediatamente o petrdleo, demonstrando halos equivalentes ao didmetro da placa, entretanto

esta dispersao foi altamente instavel e regrediu dentro de 60 min (Figura 16A).

Figura 16 — Dispersao de petroleo derramado em agua do mar promovida por solugdo de SDS a

concentragdo de 10.000 mg/L (A) e por solucdes de biossurfactantes a concentragao de 400 mg/L (B).

1 min Smin  60min 24 horas

Controle Positivo - Dodecil Sulfato de Soédio (SDS)
B —

Controle Negativo  JAG 248 JAG249  JAG255 ICA 13 ICA 24 ICA 32 ICA 36

TIM 03 TIM 10 TIM 13 TIM 27 TIM 58 TIM 68 TIM 96
Fonte: autor.
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6.6 Simulacao de inversao da molhabilidade em rochas carbonaticas

O teste de inversdo da molhabilidade de rocha revelou que apenas os
biossurfactantes produzidos por ICA 36 e TIM 68 niao foram capazes de inverter a
molhabilidade da rocha (Figura 17). O SDS s6 foi capaz de inverter a molhabilidade na
concentragdo de 2.500 mg/L, que ¢ mais alta do que a sua CMC. Na concentracao testada para
os biossurfactantes (50 mg/L), o SDS nao teve atividade.

Os biossurfactantes produzidos por ICA 13 e TIM 96 destacaram-se por inverter
completamente a molhabilidade da calcita molhavel a 6leo que flutuava na superficie dgua/ar
para o fundo do tubo, tornando-a assim molhéavel a 4gua. Nos demais tratamentos foi verificada
apenas uma pelicula de pd na superficie da dgua ou na parede do tubo apoés 24 h, havendo
precipitagdo parcial da calcita para o fundo do tubo.

Desse modo, a maioria dos biossurfactantes aqui estudados ¢ potencialmente capaz
de reduzir a afinidade da rocha calcaria pelo petroleo aumentando assim a mobilidade do 6leo
nos poros das rochas, auxiliando assim, na recuperagdo de Oleo residual aprisionado no

reservatorio.

Figura 17 — Ensaio de inversdo da molhabilidade de rocha carbonatica com solugdes surfactantes na
concentragdo de 50 mg/L. Tubos da esquerda para direita: 1) controle negativo - agua do mar; 2) JAG 248; 3) JAG
249; 4) JAG 255; 5) ICA 13; 6) ICA 24; 7) ICA 32; 8) ICA 36; 9) TIM 03; 10) TIM 10; 11) TIM 13; 12) TIM 27,
13) TIM 58; 14) TIM 68; 15) TIM 96; 16) SDS a 2.500 mg/L.

Fonte: autor.



68

6.7 Identificacido Molecular e Analise Filogenética das estirpes bacterianas

A Tabela 8 sumariza a identificacdo consenso entre os trés genes, os tamanhos das
sequéncias, assim como seus numeros de acesso no GenBank. A posi¢ao filogenética de cada

estirpe esta mostrada na Figura 18.

Tabela 8 — Identificagao molecular consenso das estirpes bacterianas produtoras de biossurfactantes
com base nas sequéncias dos genes codificadores para RNAr 16S, gyrB e rpoB com seus respectivos tamanhos e

os numeros de acesso no GenBank.

Espécie mais 16S rRNA gyrB rpoB Niimeros de Acesso GenBank
Estirpe relacionada no ID Tamanho ID Tamanho ID Tamanho

GenBank 16SrRNA  gyrB rpoB

(Consenso ID) (%) (b) (%) ®b) (%) (pb)
JAG28 B upyloliquefaciens 100 1508 99 1110 99 556  KUSS6313 KYI126809 KY126795
JAG 249 B. subtilis 100 1516 99 1061 99 553  KU556314 KY126810 KY126796
IAG255 B amyloliquefaciens 99 1516 99 1102 99 553 KUS56315 KY126811 KY126797
ICA13 5 umyloliquefaciens 100 1442 100 1064 100 553  KUS56327 KY126812 KY126798
ICA24 g vallismortis 99 1514 97 1054 99 551  KU556328 KYI126813 KY126799
ICA 32 B. subtilis 100 1510 100 927 99 551  KUS556329 KYI126814 KYI126800
ICA36 3 amyloliquefaciens 100 1506 99 1071 99 554  KU556330 KYI126815 KY126801
TIMO3 g umyloliguefaciens 100 1501 98 1097 100 554  KUSS56316 KY126816 KY126802
TIM 10 B. subtilis 99 1505 99 1046 99 554  KU556318 KYI126817 KY126803
TIM13 B umyioliguefaciens 100 1510 99 1102 100 554  KUS56320 KY126818 KY126804
TIM 27 B. subtilis 99 1507 99 1072 99 555  KUS556321 KYI126819 KY126805
TIM 58 B. subtilis 99 1512 98 1003 99 554  KU556324 KY126820 KY126806
TIMG68 g vallismortis 99 1507 99 1065 99 550  KU556325 KY126821 KY126807
TIM 96 100 1504 99 1085 99 554 KUS556326 KY126822 KY126808

. amyloliquefaciens

Ap0s a analise das sequéncias e da filogenia as estirpes JAG 249, ICA 32, TIM 10

e TIM 27 foram identificadas como Bacillus subtilis, que € uma espécie de biosseguranga classe

I, isto ¢, que ndo apresenta risco individual e coletivo. As estirpes JAG 248, JAG 255, ICA 13,
ICA 36, TIM 03, TIM 13 e TIM 96 foram agrupadas em diferentes clados de B.

amyloliquefaciens, enquanto ICA 24 e TIM 68 foram agrupadas com B. vallismortis. TIM 58
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foi a tnica que apresentou alta similaridade com Bacillus subtilis e B. mojavensis, entretanto
como o genoma de B. mojavensis ainda ndo se encontrava disponivel no momento da analise,
entdo ndo foi possivel fazer essa discriminagdo. Nenhuma das estirpes mostrou similaridade (<

80% identidade) com espécies patogénicas, como B. anthracis € B. cereus (Figura 18).

Figura 18 — Arvore filogenética construida a partir do alinhamento miltiplo concatenado das
sequéncias dos genes RNAr 16S, gyrB, rpoB das 14 estirpes produtoras de biossurfactantes. As relagdes evolutivas
foram inferidas usando o método de Neighbor-Joining e as distancias evolutivas foram calculadas usando o método
de Kimura-2 pardmetros no programa MEGAG6. A estabilidade de cada ramo foi testada pelo método de bootstrap

com 1.000 reamostragens e os valores estdo proximos aos nos.
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6.8 Caracterizacio dos Lipopeptideos

6.8.1 Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC)

A estabilidade térmica do biossurfactante ¢ uma caracteristica importante para
aplicagdes em MEOR. A andlise por DSC, possibilita observar a estabilidade, modificagdes ou
transi¢cdes das biomoléculas quando submetidas a um aumento gradual de temperatura. Nos
termogramas de DSC dos biossurfactantes ¢ possivel observar que os eventos térmicos foram
bastante regulares entre si, havendo sempre dois eventos de temperatura caracteristicos (Figura
19). O primeiro relacionado a um pico endotérmico, na faixa de 62 a 97 °C, atribuido a
temperatura de desidratacdo do material e, o segundo, um pico exotérmico entre 255 — 289
°C que se refere a decomposicdo das amostras. Estes dados permitem afirmar que todos os

biossurfactantes sdo termoestaveis até aproximadamente 250 °C.

Figura 19 — Termogramas de DSC dos biossurfactantes estudados.
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6.8.2 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A técnica de espectroscopia de infravermelho foi utilizada para elucidar a estrutura
quimica das amostras, identificando os tipos de grupos funcionais existentes.

De um modo geral, os perfis espectrais dos biossurfactantes mostram uma grande
similaridade estrutural entre si, sendo observados picos de ligagdes peptidicas e de grupamentos
carboxilicos, indicando a presenca de hidrocarbonetos alifaticos combinados a um dominio
peptidico, caracteristico de biossurfactantes lipopeptidicos (Tabela 9 e Anexo B). Dentre as
bandas caracteristicas de peptideos merecem destaque as bandas de absorcdo de
aproximadamente 3300 cm™! € 3060 cm, resultante de estiramento das ligagdes N-H; a banda
em torno de 1640 cm! de estiramento das ligagdes OC-N; e a banda 1530 ¢cm™! da deformagio
do N-H combinado com estiramento C-N, indicando a presencga de grupamentos aminas e de
ligagdes peptidicas. Os espectros também mostram a presenca de cadeias alifaticas (-CH3-; -
CH2-), representadas pelas bandas entre 2980 - 2840 cm! com um padréo de estiramento; 1455
- 1350 ¢cm™' com padrio de tor¢do, além dos picos nas faixas entre 1300 - 1000 cm!,
caracteristicos dos grupamentos éster (C—O). Foi observado com clareza um pico na faixa de
~1736 cm’!, representando o grupo carbonila. Também foi possivel observar um grupo
funcional representando alcenos, na faixa de absorbancia entre 990 - 960 cm™!, com padrio de
tor¢ao nos espectros obtidos para as todas as moléculas isoladas, exceto nas produzidas pelas
estirpes JAG 249, JAG 255, ICA 24, TIM 13 e TIM 68.

A identificagdo dos picos foi feita mediante comparacdo com a literatura e
confirmada em trabalhos como (DOMINGOS et al., 2015; NAKANISHI; SOLOMON, 1977,
PEREIRA et al., 2013; PUEYO et al., 2009).

Merece destaque a menor quantidade de picos relacionados a grupamentos amina
comparado a quantidade de picos referentes a cadeia alifatica. Isto pode estar relacionado a
composicdo e tamanho do peptideo ciclico e da cadeia carbdnica, que estd diretamente
relacionado as atividades tensoativas e sua eficiéncia. Assim, torna-se importante a
caracterizagdo mais refinada das moléculas produzidas, a fim de se identificar qual tipo/classe
de lipopeptideo ¢ produzido por cada estirpe e assim correlacionar a estrutura as suas atividades

biologicas. Por esse motivo, as moléculas foram analisadas por espectrometria de massas.



Tabela 9 — Descri¢do das bandas de FTIR nos dados comprimentos de onda (cm™) e seus respectivos modos de vibragao.
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PICOS FTIR
Grupo Funcional N-H CO-N C-NN-H C-N (-CH3; -CH;-) -CO- C=C
Faixa ‘(1: I;‘_ll;s""‘?ﬁ" 3300-3060  ~1640 ~1530 1360-1080 2980-2840 1455-1350  ~1736 1000-675
Modo de Vibracgao v v v v v o v o
3 JAG 248 3278/3061 1636 1536 1338/1316/1270/1226/1157/1068  2957/2925/2857 1450/1387 1721 951/858
§ JAG 249 3284/3058 1647 1532 1314/1232/1170/1126/1066 2957/2925/2860 1452/1398 1734 931/832
on
S JAG 255 3284/3067 1648 1537 1313/1233/1169/1062 2956/2926/2854 1452/1399 1734 931/894/830
ICA 13 3282/3068 1643 1540 1233/1169/1128/1075 2957/2928/2863 1452/1399 1733 964/931/832
5 ICA 24 3282/3058 1647 1539 1312/1233/1170/1106/1060 2956/2926/2854 1460/1400 1734 835
Ef ICA32 3302/3059 1644 1527 1314/1207/1056 2957/2925/2856 1459/1395 1737 983/931/829
ICA36 3287/3066 1643 1536 1317/1208/1175/1137 2959/2925/2855 1455/1395 1736 931/834
TIM 03 3281/3069 1636 1535 1314/1269/1228/1159/1064 2961/2925/2855 1452/1397 1723 966/903/832
TIM 10 3286/3057 1641 1532 1309/1232/1169/1131/1064 2955/2923/2855 1450/1400 1736 966/931/831
= TIM 13 3299/3064 1643 1525 1215/1126/1057 2958/2923/2854 1454/1382 1736 999/899/830
g TIM 27 3318/3064 1645 1517 1209/1125/1057 2956/2921/2856 1461/1367 1732 989/922/886/830
= TIM 58 3313/3064 1645 1524 1316/1232/1171/1135/1060 2956/2923/2853 1450/1402 1737 983/927/886/830
TIM 68 3280/3064 1643 1538 1315/1231/1167/1073 2956/2927/2853 1452/1400 1739 931/840
TIM 96 3282/3072 1645 1531 1308/1236/1172/1055 2956/2925/2853 1542/1402 1741 984/926/886/828

*(v) stretch — stretching mode — modo de estiramento, *(38) bend — bending mode — modo de flexao
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6.8.3 Perfil de Lipopeptideos por Espectrometria de Massas de Alta Resolugdo

Com o intuito de determinar as diferengas relativas entre a composicdo de
lipopeptideos das 14 estirpes e verificar sua relagdo com as propriedades tensoativas foi
realizada a andlise de espectrometria de massas.

A andlise espectral dos 14 biossurfactantes purificados rendeu um total de 1361
picos analisados, tendo uma média de 97,2 picos por amostra, considerando uma tolerancia de
massa de m/z 0,025. Todos os espectros de massa apresentaram aglomerados com picos
principais em duas regides distintas, uma compreendendo um intervalo entre m/z 1000 e 1200,
que corresponde a isoformas de surfactina e iturina, e a outra entre m/z 1400 a 1500,
correspondente a fengicina. Observou-se que cada um dos picos estd acompanhado de sua série
homologa, diferindo em m/z 14, correspondente a um grupo metil.

A identificacdo das entidades moleculares foi realizada com base nos ions e
espectros descritos na literatura (Anexo C e Tabela 10). Os espectros de massas dos padrdes
comerciais (Anexo D 1) também foram usados como referéncia, exibindo picos consonantes
com os descritos na literatura, tendo como picos majoritarios com m/z 1030,64; 1044,66 e
1058,68 relativos a surfactina, picos com m/z 1065,54 e 1079,54 relativos a iturina e com m/z

1499,79; 1513,81 e 1527,83 relativos a fengicina.

Tabela 10 — Principais massas caracteristicas das isoformas de surfactina, iturina e fengicina

descritas na literatura e encontradas nesse estudo.

Classe do Lipopeptideo fons caracteristicos (m/)
Surfactina 1008,66; 1016,66; 1030,64; 1044,66; 1058,68 e 1080,65 (STEIN, 2008)
Iturina 1043,56; 1057,56; 1065,54; 1079,54 ¢ 1093,56 (PUEYO et al., 2009)

1449,79; 1463,80; 1477,82; 1491,83; 1499,79; 1505,85; 1513,81; 1527,83;

Fengicina
1535,79 e 1549,81 (BIE; LU; LU, 2009)

Todas as estirpes co-produziram varios congéneres das trés familias de
lipopeptideos comumente produzidas por espécies do género Bacillus. Entretanto, as isoformas
e a magnitude da contribuicao de cada uma variaram entre as amostras, o que pode refletir nas
suas atividades biologicas.

A andlise de agrupamento baseada na distdncia Euclidiana para os dados de

espectrometria de massas estd mostrada na Figura 20. O perfil de lipopeptideos produzidos por
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cada estirpe (colunas) foi construido a partir das diferentes isoformas (m/z) (linhas) e suas
respectivas intensidades (gradiente de cor).

Considerando a matriz de dissimilaridade entre as amostras foi possivel observar a
formag¢do de dois grandes grupos; o primeiro compreendendo amostras de JAG e ICA, mais
TIM 03, e o segundo contendo majoritariamente amostras de TIM, mais JAG 249 e ICA 36.
Essa classificagdo foi baseada claramente pelo tipo de lipopeptideo produzido. O grupo I reuniu
as amostras que apresentaram ions intensos de iturina A e/ou bacilomicina D e L. Em
contrapartida, o grupo II foi constituido por amostras com forte contribui¢do de isoformas A e
B de surfactina e fengicina.

No grupo I, um subgrupo reuniu as estirpes JAG 255 e ICA 32 por serem 0s
principais produtores de bacilomicina D. Os ions mais intensos atribuidos a esta classe foram
os de m/z [M+H]* 1045,56 Ci5 ¢ 1059,58 Ci6 € os adutos de sodio [M+Na]" com m/z 1053,54
Ci4€ 1067,55 Cis. Essas duas estirpes também produziram adutos de potassio [M+K]* de iturina
A com 15 carbonos, identificado pela m/z 1081,56. O segundo subgrupo do grupo I reuniu as
estirpes TIM 03, JAG 248, ICA 13 e ICA 24, principais produtores de iturina A [M+H]" ¢
bacilomicina L [M+Na]", identificado pelos ions de m/z 1043,56 Ci4; 1057,58 Ci5 ¢ 1071,59
Cie6. Além disso, exibiram também picos com m/z 1065,55; 1079,56; 1093,57; 1107,59 os quais
foram atribuidos a adutos de sodio [M+Na]* de iturina A com cadeia alifatica variando de Ci4
a Ci17. ICA 24 (grupo I), TIM 13 e TIM 96 (grupo II) foram as unicas a apresentarem o ion m/z
1049,55, atribuido a Ci6 bacilomicina L [M+H]".

No grupo II, as amostras TIM 10, TIM 13, TIM 68 e ICA 36 destacaram-se por
produzir intensamente isoformas A e B de surfactina [M+H]" de 13 a 17 carbonos (m/z 1008,66;
1022,68; 1036,70; 1050,71), assim como adutos de sddio de cadeia alifatica pequena, Ci2 a Ci4,
com m/z 1016,63; 1030,65; 1044,66, respectivamente, ¢ adutos de potassio [M+K]" de 15
carbonos (m/z 1074,68). Ja as amostras TIM 96, TIM 27, JAG 249 e TIM 58 exibiram ions mais
intensos relacionados a surfactina A e B [M+Na]" acima de 14 carbonos na cadeia de acidos
graxos, identificados pelos ions de m/z 1044,66; 1058,68; 1072,69.

Analisando as isoformas de fengicina produzidas pelas 14 estirpes € possivel
constatar que a maioria (TIM 03, TIM 10, TIM 27, TIM 58, TIM 96, JAG 248, JAG 249, JAG
255 e ICA 32) exibiu ions de m/z 1447,82; 1463,81; 1477,83; 1491,85 e 1505,86 atribuidos a
fengicina A ou B de C14 a C19 carbonos. Duas amostras, ICA 36 e TIM 13, destacaram-se por
serem as representantes mais versateis e expressivas em termos de producdo de fengicina
(Figura 20). ICA 13, ICA 24, ICA 32 e TIM 68 mostraram baixa riqueza e abundancia de ions

de fengicina.
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Por fim, ¢ importante destacar que todas as amostras produziram fengicina A e B,
contendo cadeias de acido graxo variando de Ci4 a Ci9 (Tabela 10 e Anexo C), sendo o grupo
II majoritario na producdo desta familia de lipopeptideos.

Em linhas gerais, a analise espectral dos 14 biossurfactantes revelou a presenca de
ions das trés familias de lipopeptideos, provando que todas as estirpes produzem de fato mais
de um tipo de tensoativo. Além disso, as amostras exibiram diferencas quanto a composi¢ao de
acidos graxos e/ou de aminodcidos, evidenciando assim a presenga de varias isoformas. Essa
variacdo pode explicar as diferencas observadas em suas atividades tensoativas, principalmente
no que se refere a inversdo de molhabilidade. Das quatroze amostras, apenas ICA 36 e TIM 03
ndo mostraram atividade de inversdo de molhabilidade. Os perfis de lipopeptideos dessas
estirpes se diferenciam das demais, a ponto delas ndo se agruparem entre si ¢ nem com as outras
estirpes, o que provavelmente explique o resultado negativo de molhabilidade. ICA 36 se
diferencia pela presenca de ions intensos de fengicina e TIM 03 pela presenga de bacilomicina
L [M+Na]" e iturinas A [M+H]" e [M+Na]", todos contendo 15 ou 16 carbonos na cadeia de
acido graxo.

Sumarizando, os 14 perfis metabolicos revelaram que os principais produtores de
cada familia de lipopeptideo sdo: ICA 36, TIM 10, TIM 13 e TIM 68 para surfactinas de cadeias
curtas; JAG 249, TIM 27, TIM 58 e TIM 96 para surfactinas de cadeias longas; ICA 24 e TIM
03 para iturinas; JAG 255 e ICA 32 para bacilomicinas D e JAG 249, ICA 36 e TIM 13 para

fengicinas.
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Figura 20 — Mapa (heatmap) do perfil lipopeptidico das 14 estirpes de Bacillus sp. (colunas) quando

cultivadas em meio mineral por 48 h. Andlise realizada no MetaboAnalyst 3.0 usando a distancia Euclidiana e

algoritmo de Ward através dos dados de m/z e respectivas intensidades obtidos por ESI(+)-Q-TOF MS.
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A anélise supervisionada de discriminacdo dos dados multivariados por PLS-DA
mostrou que 51% do total de varidncia nos dados correlacionam-se aos dois primeiros
componentes principais e que ha uma tendéncia de separacdo das amostras pelo manguezal de
origem (Figura 21A), possivelmente em resposta a pressdes ambientais diferentes. As 25
features com o maior indice VIP (Variavel de Importancia em Projecdo) se destacam como
potenciais biomarcadores, pois sdo os principais picos responsaveis pela diferenciagdo das
amostras e representam assim as isoformas mais significativas para explicar os resultados
bioldgicos obtidos (Figura 21B). Dentre as entidades moleculares mais importantes estdo o ion
m/z 1065,54 e sua série homologa, majoritarios nas amostras do manguezal de Icapui, enquanto
o fon m/z 1044,66 foi detectado principalmente nas amostras do manguezal Timonha. Esses
dois ions foram identificados como C14 surfactina A ou CI15 surfactina B [M+Na]" (m/z

1044,66) ¢ C14 iturina A [M+Na]" (m/z 1065,54).
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Figura 21 — (A) Representacdo esquematica da projecao espacial dos 14 biossurfactantes analisados ap6s analise multivariada por PLS-DA mostrando a forte

correlagdo entre os grupos. (B) 25 principais ions (VIP scores) e suas respectivas magnitudes de contribuigdes para separagdo dos grupos.
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Nem todas as variaveis contribuem para classifica¢dao dada pelo PLS-DA, logo, com
intuito de testar qual a magnitude das varidveis que influenciam na distin¢do dos grupos, foi
realizada a andlise de OPLS-DA (Figura 22). O modelo OPLS-DA ¢ rotacionado de modo que
a maxima variagdo entre os grupos esteja na componente preditiva (horizontal) e a maxima
variagdo dentro da classe ¢ visto na componente ortogonal Y (vertical) (WIKLUND et al.,
2008).

A Figura 22A ilustra a segregacao total dos lipopeptideos em trés grupos distintos,
de acordo com seu manguezal de origem. Este resultado revela que a pressdo seletiva do
ambiente influenciou na produgdo diferencial das isoformas de lipopeptideos produzidas pelas
estirpes bacterianas como ja comentado anteriormente. Na Figura 22B ¢ possivel confirmar
entidades moleculares que tiveram forte contribuicdo para distingdo dos grupos, sendo
consideradas biomarcadores putativos (m/z 1044,66 e m/z 1065,54 acompanhado de sua série
homologa). Para dados biologicos, os valores de parimetros de qualidade, R? e Q?, sdo menos
restritivos, sendo aceitaveis R? acima de 0,7 (70%) e Q? acima de 0,4 (40%) para dados
metabolomicos (WORLEY; POWERS, 2012). Neste estudo, os valores de R? (R?>=0,986) e¢ Q>
(Q?=0,445) seguiram o recomendado, descartando, portanto, a possibilidade de a classificagdo

ter sido obtida de forma fortuita.
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Figura 22 — (A) Analise multivariada por OPLS-DA evidenciando a total segregagcdo das amostras em 3 grupos coesos de cada manguezal, (B) S-plot mostrando

as variaveis de maior contribui¢do para distin¢ao entre os grupos.
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Analisando cuidadosamente o espectro de massa dos lipopeptideos produzidos por
JAG 248 (Anexo D ii) observa-se que além dos picos principais na regido de m/z 1000-1500 ha
um pico de m/z 1629,83 que ndo aparece nos espectros das demais estirpes (Anexo 4D iii-v).
Provavelmente esse pico esta relacionado a sua atividade desemulsificante, mas isso precisa ser

confirmado.

6.9 Avaliacao da ecotoxicidade dos biossurfactantes

O teste de ecotoxicidade revelou que os biossurfactantes purificados ndo foram
toxicos aos nauplios de Artemia sp., ¢ mesmo na mais alta concentragdo testada (300 mg/L),
que representa mais de 10 vezes a CMC, a dose requerida para causar a morte de 50% dos
nauplios, CLs, ainda assim nao foi atingida (Figura 23). Apenas os biossurfactantes produzidos
pela estirpe JAG 249 e ICA 36 aproximaram-se da CLso, apenas em 300 mg/L. Ao contrario, a
CLso dos surfactantes sintéticos, SDS e Trinton X-100 foi atingida em baixas concentragoes,
17,29 mg/L para o SDS e 87,89 mg/L para o Triton X-100, confirmando a reconhecida

toxicidade desses compostos.

Figura 23 — Ecotoxicidade dos biossurfactantes produzidos pelas 14 estirpes de bactérias contra

nauplios de Artemia salina em comparagdo com surfactantes sintéticos, SDS e Triton X-100.
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7 DISCUSSAO

Os biossurfactantes desempenham papéis fundamentais que os tornam adequados
para MEOR, como detergéncia, emulsificagdo, desemulsificacdo, lubrificagdo, capacidade de
redu¢do da tensdo superficial e interfacial, capacidade molhante, solubilizacao e dispersdo de
fases, inversao de molhabilidade, atividade biocida ¢ anti-incrustantes. Além disso, sdo
equivalentes ou melhores em varios aspectos aos sintéticos, incluindo: melhor compatibilidade
ambiental, produgdo a partir de residuos ou substratos de baixo custo, manutencao da atividade
em condicdes adversas, eficientes em baixas concentragdes € ndo toxicos.

Devido a excelentes aumentos no fator de recuperagdo de 6leo, diversos estudos
estdo obstinados a procurar microrganismos produtores de biossurfactantes que tolerem as
condi¢des especificas dos reservatoérios e que superem os surfactantes sintéticos
convencionalmente utilizados para essa pratica (KHEIRALLA et al., 2013; PEREIRA et al.,
2013).

A emulsificacdo, o poder de reducdo de tensdo entre duas fases imisciveis e a
molhabilidade sdo propriedades que afetam diretamente a mobilidade do 6leo nos poros das
rochas do reservatério, facilitando sua recuperacdo (KASTER et al., 2012). A busca por
biossurfactantes que preenchessem esses requisitos motivou a realizacdo desse estudo.

De acordo com Willumsen; Karlson (1997), um bom agente emulsificante ¢ aquele
que apresenta um indice de emulsificacdo (IE24) superior a 50%; ja Mulligan (2005) afirma
que um bom tensoativo ¢ aquele capaz de reduzir a tensdo superficial (TS) da 4gua de 72 mN/m
para 35 mN/m e a tensio interfacial entre 4gua e n-hexadecano de 40 para I mN/m (SOBERON-
CHAVEZ ; MAIER, 2011). Baseado nessas premissas, apos triar 279 isolados bacterianos,
provenientes de trés manguezais do Ceard, guiado pela atividade emulsificante, tensdo
superficial, dispersdo de 6leo e pesquisa de genes para biossurfactantes lipopeptideos, foi
possivel selecionar 14 estirpes de Bacillus (JAG 248, JAG 249, JAG 255; ICA 13, ICA 24, ICA
32, ICA 36; TIM 03, TIM 10, TIM 13, TIM 27, TIM 58, TIM 68, TIM 96), como boas
produtoras de biossurfactantes. Todas as estirpes selecionadas foram capazes de produzir bons
agentes emulsificantes e bons tensoativos, ja que todos promoveram emulsificagdo do tipo A/O,
acima de 55%, mesmo em presenca de alta concentracdo de NaCl (100 g/L. NaCl), temperatura
(121 °C) e pressao (600 bar). Os compostos também foram eficientes em reduzir a tensao
superficial da agua para até 26,8 mN/m, e carregam genes para surfactina e/ou iturina, duas
classes importantes de biossurfactantes lipopeptideos. Além disso, produzem biossurfactantes

estaveis como confirmado em ensaios de simulagdo de derrame de 6leo em dgua do mar.
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Farias e colaboradores (2018) mostraram que a analise de correlagdo entre o perfil
lipopeptidico e as propriedades tensoativas nas condi¢des esperadas do reservatdrio pode ser
uma abordagem util para identificar estirpes de Bacillus mais adequadas para MEOR. Sendo
assim, os biossurfactantes foram testados frente as condi¢des peculiares de reservatorios e
caracterizados.

A temperatura ¢ um dos fatores mais importantes para MEOR, devido a sua
influéncia significativa na sobrevivéncia de microrganismos, crescimento e produgdo de seus
metabolitos. Temperaturas muito baixas podem retardar o metabolismo e temperaturas muito
altas podem afetar enzimas e proteinas ao interromper atividades celulares vitais (SAFDEL et
al., 2017). A mudanga na temperatura causa alteragdes na tensdo interfacial, na natureza e
viscosidade do filme interfacial, na solubilidade relativa do emulsificante, na pressdo de vapor
e viscosidade das fases, e na agitagdo térmica das particulas dispersas. A solubilidade dos
surfactantes aumenta com o aumento da temperatura para os tensoativos idnicos, enquanto o
inverso ocorre para os tensoativos ndo ionicos. Os surfactantes idnicos t€ém uma temperatura
conhecida como ponto Krafft na qual o tensoativo passa a ser soliivel o suficiente para que suas
moléculas livres estejam em concentracdo adequada para formagdo de agregados micelares
(NEGIN; ALI XIE, 2016). Abaixo dessa temperatura, o surfactante torna-se ineficaz e sai da
solu¢do aquosa. A temperatura de Krafft depende da estrutura do surfactante e afeta a redugao
da tensdo e a concentracdo micelar critica (CMC). Consequentemente, mudancas de
temperatura causam alteracdes consideraveis na estabilidade da emulsdo; isso pode inverter a
emulsdo ou fazer com que ela se quebre (TADROS et al., 2004).

Todos os biossurfactantes estudados foram termoestaveis, ou seja, suas
propriedades tensoativas nao foram alteradas apo6s aquecimento a 121 °C durante 15 min. O
ensaio de calorimetria exploratdria diferencial (DSC) também foi realizado com intuito de
determinar a temperatura de decomposicdo das moléculas. Com este ensaio, tornou-se possivel
afirmar com seguranca que todas as moléculas estudadas se mantém integras até 240 °C, e que
suportariam as temperaturas elevadas da maioria dos reservatérios de petroleo. Destaque-se que
a maioria dos surfactantes sintéticos ¢ degradado ou precipitado em temperaturas acima de 120
°C (NEGIN; ALI XIE, 2016), o que serve para mostrar a vantagem dos biossurfactantes
lipopeptideos neste quesito.

A pressdo ¢ outro parametro importante a ser considerado em MEOR. Altas
pressdes hidrostaticas tém efeitos contraditorios sobre o crescimento bacteriano e na agdo dos
surfactantes, podendo afetar a concentracdo micelar critica (SAFDEL et al, 2017). Ademais,

tem que se levar em consideragdo o efeito combinado da pressdo e temperatura. Todas as
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estirpes avaliadas nesse estudo retiveram suas atividades emulsificantes e de tensdo superficial
inalteradas apds serem submetidas a pressdo de 600 bar e temperatura de autoclavacao, o que
reforca o valor dos biossurfactantes para aplicagdes em MEOR.

A salinidade ¢ crucial nos reservatérios ¢ tem um efeito notavel na reducao da
viscosidade. A concentragdo de sal nos reservatérios varia de 100 mg/L a mais de 300 g/L de
acordo com a profundidade. Em geral, a alta salinidade tem um impacto adverso na eficiéncia
dos surfactantes (NEGIN; ALI; XIE, 2016). A surfactina, por exemplo, sofre mudangas em suas
propriedades de conformacao e automontagem com o aumento da for¢a idnica (KNOBLICH et
al., 1995).

Neste trabalho foi observada uma influéncia negativa do aumento da salinidade na
atividade emulsificante dos sobrenadantes brutos das culturas. Ainda assim, nove das quatorze
estirpes produziram tensoativos capazes de emulsionar o querosene (IE24> 40%) na presenga
de 100 g/L de NaCl, enquanto trés (ICA 24 e TIM 03 — produtoras majoritarias de bacilomicina
e iturina; e TIM 96 — produtora majoritaria de bacilomicina e surfactina) se destacaram por
manter essa atividade na presenca de 150 g/L de NaCl, provando que esses biossurfactantes
seriam eficazes em salinidades de reservatorios do pré-sal.

Farias et al. (2018) detalharam o efeito da presenga de baixas e altas concentragdes
de NaCl na sintese diferencial de lipopeptideos produzidos por estirpes de B. subtilis, B.
amyloliquefaciens e B. valllismortis. O aumento da salinidade favoreceu a sintese de surfactinas
e fengicinas em detrimento de iturinas, o que influenciou significativamente nas atividades
bioldgicas desejadas. Esses achados sugerem que a composicdo das misturas de
biossurfactantes lipopeptideos pode guiar a escolha daquela mais adequada para MEOR.

A estabilidade de biossurfactantes lipopeptideos ja foi relatada em diversos estudos
(AL-WAHAIBI et al, 2014; ALVAREZ et al, 2015; GHOJAVAND; VAHABZADEH;
SHAHRAKI, 2012), assim como seu potencial para MEOR (AL-WAHAIBI et al., 2014).

As emulsdes sdo sistemas heterogéneos, ndo-espontaneos, formados por uma fase
dispersa emulsionada dentro de uma fase continua devido ao fornecimento de energia mecanica
para expandir a area interfacial e formar goticulas. Esta propriedade esta relacionada com o
tamanho da cadeia hidrofobica e com a por¢do hidrofilica, sendo assim, nem todos os
surfactantes apresentam capacidade emulsionante (CHRISTOFI; IVSHINA, 2002). A
formagdo de emulsdes do tipo A/O ou O/A depende dos volumes presentes no sistema das duas
fases e da natureza do agente emulsificante, sendo empiricamente determinada. A fase de maior

volume tende a ser a fase continua, enquanto a de menor volume tende a ser a fase dispersa.
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Além disso, a fase onde a solubilidade do emulsificante é maior, também tende a ser a fase
continua da emulsdao (TADROS, 2009).

A orientagdo das emulsdes e o tipo de comportamento esperado dos tensoativos sdo
dependentes das propriedades fisico-quimicas, traduzidas principalmente pelo seu equilibrio
hidrofilico/lipofilico (HLB) (TADROS, 2009). O HLB ¢ calculado pela diferenga do nimero
de grupos hidrofilicos e hidrofobicos da molécula mais 7. De um modo geral, se o HLB >7
tendem a formar emulsdes do tipo O/A e HLB <7 do tipo A/O; 7-9 molhabilidade; 3-15,
detergéncia e 15-18, solubilizacdo (TADROS, 2009). Sdo requeridos diferentes valores de HLB
para emulsificagdo de diferentes tipos de 6leo. As emulsdes do querosene e n-hexadecano
promovidas pelos sobrenadantes brutos das culturas estudadas aqui foram principalmente do
tipo A/O, sugerindo um balango hidrofilico-lipofilico baixo (HLB <7) das moléculas, e
consequentemente contendo porgdes hidrofébicas maiores. Além disso, a maior eficiéncia de
emulsificagdo de alcanos de cadeia longa em detrimento de outras fontes hidrofobicas, como
relatado por Liu et al. (2015), pode justificar os altos indices de emulsificagdo com querosene
e n-hexadecano.

Uma vez formadas, as emulsdes de petréleo sdo normalmente estaveis, um dos
principais problemas para a industria do petréleo (DE ALMEIDA et al., 2016) Durante a
produgdo, ¢ essencial remover a dgua e os sais organicos do 6leo cru, objetivando reduzir o
potencial de corrosdo das linhas. Usualmente emulsdes estaveis podem ser quebradas utilizando
métodos fisico-quimicos, como aumento do tempo de sedimentagdo, por aquecimento,
utilizacdo de agentes desemulsificantes, tratamento eletrostatico, de centrifugacdo e de
filtracdo. O poder desemulsificante de alguns biossurfactantes encontra importante
aplicabilidade na extragdo de petroleo ao refino, desfazendo emulsdes agua/dleo que sao
formadas durante a recuperacdo de 6leo do reservatorio, além de encontrarem demanda na
limpeza de fundo de tanques, no qual a fragcdo pesada do dleo associada a so6lidos e agua fica
impregnada (ABDEL AZIM et al, 2011; BANAT et al, 2010). A quebra da emulsao
(desemulsificacdo) ocorre através do rompimento das condi¢des termodinamicas na interface
que leva ao rompimento das superficies estaveis, aproximagdo das gotas e coalescéncia das
mesmas (DE ALMEIDA et al., 2016).

Neste estudo, apenas JAG 248 apresentou atividade desemulsificante, sendo capaz
de desfazer emulsdes estabilizadas por biossurfactantes e surfactantes sintéticos. Interessante
destacar que quando esse desemulsificante foi inativado pela autoclavagdo, JAG 248
prontamente mostrou atividade emulsificante. Portanto, a mistura de lipopeptideos produzidos

por JAG 248 contém um desemulsificante termolabil e um emulsificante termoestavel, podendo
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ser empregado em diferentes aplicacdes. Li er al. (2012b) estudaram a atividade
desemulsificante de uma estirpe de B. mojavensis isolada de um solo contaminado com petréleo
no campo petrolifero Daqing, na China. trabalho revelou que a atividade desemulsificante
estava atribuida a metabolitos extracelulares de natureza lipopeptidica que mantinham atividade
estavel at¢ 75 °C. Acima desta temperatura (75-120 °C), a atividade era drasticamente
diminuida. Os resultados indicaram que o desemulsificante era composto por dois componentes
distintos, um termicamente estavel (lipopeptidico) e outro instavel (protéico). Resultados
similares foram observados por Janiyani ef al. (1994) ao encontrarem compostos com atividade
desemulsificante produzidos por B. subtilis.

E importante distinguir entre um biossurfactante eficaz e um eficiente. A eficacia é
medida pelo valor minimo ao qual a tensdo superficial pode ser reduzida, enquanto que a
eficiéncia ¢ medida pela concentragdo de biossurfactante necessaria para produzir uma redugao
significativa na tensdo superficial da agua. Este Gltimo pode ser determinado a partir da
determinag@o da concentracdo micelar critica (CMC) dos biossurfactantes.

Em geral, as CMCs para biossurfactantes sao muito baixas (APARECIDA GIRO
et al., 2009; MARIN et al., 2015). Neste estudo, os lipopeptideos foram altamente eficazes
diminuindo a tensdo superficial da 4gua de 72 mN/m para até 26,8 mN/m a ~30 mg/L, valores
similares aos relatados para surfactina, um dos mais potentes biossurfactantes conhecidos, que
reduz a tensdo superficial da dgua para 27 mN/m a 21,3 mg/L (PEYPOUX; BONMATIN;
WALLACH, 1999). A surfactina comercial, produzida por B. subtilis e com pureza de 98%

comercializada pela Sigma-Aldrich®, possui uma CMC na faixa de 7,5 — 20 mg/L. Para fins

comparativos, surfactantes sintéticos como TRITON X-100 e SDS apresentam CMC de 268
mg/L e 2120 mg/L, respectivamente (CHRISTOFI; IVSHINA, 2002).

Em muitos casos, os biossurfactantes tém se mostrado mais efetivos que os
surfactantes sintéticos em experimentos de recuperagdo de dleo. Testes de inje¢do combinada
de surfactantes, polimeros e biossurfactantes na dgua de inje¢do conseguiram recuperar em
torno de 60% de OOIP (6leo original do local) de reservatdrios carbonaticos (GHOJAVAND;
VAHABZADEH; SHAHRAKI, 2012) enquanto usando uma combinag¢do sintética de alcali-
surfactante-polimero (NaOH-SDS-poliacrilamida parcialmente hidrolisada) recuperaram de
23-33% do OOIP (SAMANTA et al, 2012). Em outro estudo desenvolvido por
Pornsunthorntawee et al. (2008) compararam a eficiéncia de biossurfactantes produzidos por
B. subtilis e Pseudomonas aeruginosa com a de trés surfactantes sintéticos em MEOR. Os

resultados obtidos em experimentos de sand-pack column comprovaram que além das
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vantagens intrinsecas dos biossurfactantes, os surfactantes microbianos foram mais eficazes do
que os trés tensoativos sintéticos avaliados, removendo 62% (B. subtilis) e 57% (P. aeruginosa)
de o6leo, enquanto 7ween 80, SDBS, Alfoterra 145-5PO removeram 53%, 51%, 55%,
respectivamente.

O sucesso na utiliza¢do de bactérias produtoras de biossurfactantes in situ e ex situ
em MEOR ja foi demonstrada de fato em campo, sendo aplicada desde 1954 em reservatérios
de petroleo em diversos paises. Nos ultimos 50 anos, 47 estudos de caso em 21 paises foram
conduzidos e apresentaram resultados estrondosos, com impactantes aumentos no fator de
recuperagdo de 6leo, de até¢ 350% (AL-SULAIMANTI et al., 2011; GEETHA; BANAT; JOSHI,
2018; LAZAR; PETRISOR; YEN, 2007, MAUDGALYA; KNAPP; MCINERNEY, 2007;
PATEL et al., 2015; SAFDEL et al., 2017).

Os fatores responsaveis por este grande aumento na recuperacdo de petroleo
envolvem quatro mecanismos, producdo de gas, producdo de acidos resultando na fragmentagao
de rochas carbonéticas com liberagao de CO», producdo de surfactante e reducdo da viscosidade
do dleo. Além disso, a retificacdo na permeabilidade pode ser alcancada por entupimento
seletivo de zonas inacessiveis (PATEL et al., 2015).

Um estudo feito por Maudgalya; Knapp; Mcinerney (2007) lista o niimero de
ensaios de campo bem-sucedidos e fracassados com base na permeabilidade do reservatorio,
temperatura, salinidade, tipo de mecanismo de recuperagdo e tipo de teste de campo em 314
reservatorios de arenito e 89 carbonaticos. Espécies de Bacillus e Clostridium foram os
microrganismos mais comumente usados e o melago foi utilizado na maioria dos ensaios como
fonte de nutrientes. Bass; Lappin-Scott (1997) reportaram tentativas bem-sucedidas da
utilizagcdo de biossurfactantes, acidos e gases produzidos por bactérias dos géneros Bacillus,
Clostridium, e Pseudomonas utilizando estratégias in situ e ex situ de MEOR em pocgos de
petréleo (Delaware-Childers, 1987; Chelsea-Alluwe, 1990; Caldararu, 1987 e 1990; Bragadiru,
1989 e 1990). Banat (1995) reportou casos de sucesso em MEOR em reservatérios
carbondticos, ao injetar melaco e microrganismos anaerobicos produtores de 4cidos e gases. Na
Roménia, apos estimulagdes dos pogos in situ, pesquisadores conseguiram incremento de 100-
200% na producao de petrdleo (SAFDEL et al., 2017). Foram relatados aumentos de 60-126%
na producdo de 6leo na Hungria (HITZMAN, 1983) e de 200% na Alemanha (WAGNER,
1991). Nos Estados Unidos diversos estudos em campo foram realizados conseguindo
eficiéncia na recuperagdo de 6leo em 78% dos 322 projetos de MEOR (PORTWOOD, 1995)
com fatores de recuperagdo de 6leo variando de 13 a 350% (SAFDEL et al., 2017)
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A China ¢ um dos lideres no tocante aos estudos em MEOR devido aos inimeros
casos de sucesso nos ultimos anos, principalmente usando biopolimeros produzidos por
diversas bactérias (LAZAR; PETRISOR; YEN, 2007). Recentemente, Ke et al. (2018) usando
uma mistura de B. licheniformis € Rhodococcus sp. isoladas do reservatorio Baolige na China,
conseguiram um efeito sinérgico e recuperaram 210.000 tolenadas de petroleo em 169 pogos
fazendo 4 ciclos de injegdes microbianas ao longo de 43 meses. Comparando com outros
projetos de MEOR realizados entre 1998 a 2012 em reservatorios chineses, onde tiveram um
incremento de 57.000 tolenadas na producao de petroleo, os resultados de Ke e colaboradores
(2018) foram excepcionais.

Em escala nacional, em 2010, a recuperagcdo microbiana avangada de petroleo foi
realizada em cinco pogos em um campo petrolifero terrestre, localizado no nordeste do Brasil,
a fim de reduzir problemas associados a zonas altamente permedveis no reservatorio. A
perspectiva deste trabalho foi estimular bactérias indigenas que produziram biomassa e
biopolimeros, em temperatura de 40-55 °C e salinidade acima de 10%, resultando no aumento
da pressdo interna do reservatorio de 14 para 50 bar e diminui¢do da vazdo de injecao
culminando na obstrug@o de zonas de alta permeabilidade e consequente melhora na eficiéncia
da recuperagdo de 6leo (REKSIDLER et al., 2010).

Informacao sobre molhabilidade ¢ fundamental para se entender os problemas com
fluxo multifasico, desde a migracdo de 6leo na rocha de origem até os mecanismos de produgao
primaria e os processos de recuperacdo de 6leo. A molhabilidade ¢ a tendéncia da rocha
reservatorio preferencialmente estar em contato com um determinado fluido em um sistema
bifasico ou multifasico. No caso de um sistema rocha/6leo/agua a molhabilidade descreve a
preferéncia da rocha de estar em contato com a 4gua ou com o 6leo na presenga do outro fluido.
As rochas carbondticas em sua grande maioria apresentam molhabilidade favoravel ao 6leo, lhe
concendendo grande permeabilidade, o que impede a dgua de injecdo embeber a rocha e
expulsar o 6leo, diminuindo o fator de recuperacao.

Meétodos de recuperacdo avancada reduzem a pressdo capilar de entrada, a tensdo
interfacial do 6leo ou mudam o angulo de contato, e/ou aumentam os gradientes de pressdao ou
forcas viscosas (FAERSTEIN, 2010). Muitos desses métodos envolvem tensoativos (surfactant
flooding) que devido a natureza anfifilica sdo capazes de se adsorver em interfaces e superficies
conforme suas afinidades, diminuindo a energia livre interfacial, podendo inverter a
molhabilidade da rocha, facilitando o fluxo de 6leo e assim, melhorando sua recuperagao.

Um biossurfactante de natureza lipopeptidica produzido por uma estirpe de B.

licheniformis, isolada de um reservatorio iraniano, foi avaliada quanto a capacidade de melhorar
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a producdo de petrdleo em sistemas carbonaticos molhaveis a 6leo. Resultados das medidas do
angulo de contato revelaram que os biossurfactantes produzidos reduziram efetivamente a
tensdo interfacial e alteraram a molhabilidade de rochas saturadas de oleo (BIRIA;
MAGHSOUDI; ROOSTAAZAD, 2013). Al-Sulaimani et al. (2012) também mostraram o valor
do biossurfactante produzido por uma estirpe de B. subtilis para recuperagdo de petroleo. Esses
autores confirmaram a capacidade do biossurfactante em diminuir a tensdo interfacial e alterar
a molhabilidade da rocha, tornando-a molhével a dgua. A perda méxima de biossurfactante
causada por adsor¢do foi de 1,2 mg/g de rocha, comparavel com os valores de surfactantes
quimicos.

Testes de flotagdo também simulam o sistema rocha/6leo/dgua ao misturar calcita
impregnada em oleo e solugdes surfactantes dentro de um recipiente e agitar. Apds um periodo
de repouso ¢ observado se a calcita flutua ou ndo. Se o sistema se tornar molhavel a 4gua, a
calcita se depositard no fundo do recipiente, porém, se o sistema continuar molhavel ao 6leo, a
calcita ficard suspensa no topo da solugao.

O ensaio de flotacdo realizado neste estudo revelou que dos quatorze lipopeptideos
avaliados, doze inverteram a molhabilidade da calcita na concentracio de 50 mg/L. Os
biossurfactantes produzidos pelas estirpes B. vallismortis TIM 68 e B. amyloliquefaciens ICA
36 foram os Gnicos que ndo apresentaram atividade. Dentre os doze biossurfactantes positivos,
aqueles produzidos pelas estirpes TIM 96 e ICA 13 se destacaram como os mais promissores
por tornarem 100% da calcita molhavel a 4agua, sendo, portanto, potenciais candidatas para
aplicagdes em MEOR. A titulo de comparacdo, o surfactante sintético, SDS, s6 foi capaz de
inverter a molhabilidade da calcita em 2.500 mg/L, concentragdo proxima a sua CMC.

Surfactantes de origem microbiana tém sido intensamente pesquisados para
substituir os surfactantes quimicos, na tentativa de atenuar os efeitos deletérios que estes
causam no ambiente (ALONGI, 2008). Além disso, a diversidade estrutural,
biodegradabilidade, estabilidade, seletividade e baixa concentracdo micelar critica sdo os
principais atrativos dos biossurfactantes (BANAT et al., 2010).

Outro fator imprescindivel ¢ o nivel de biosseguranca do microrganismo usado em
MEOR, requerendo ser de baixo risco bioldgico. A alta similaridade devido a proximidade
filogenética (ROBERTS; NAKAMURA; COHAN, 1996) entre as espécies de Bacillus
dificultam a identificagdo exata da espécie. Wang et al. (2007) indicaram que os genes que
codificam a subunidade beta da DNA topoisomerase tipo Il (gy7B) e da RNA polimerase (rpoB)
sdo marcadores filogenéticos mais adequados do que o gene 16S rRNA para o estudo de

relacdes filogenéticas e taxondmicas em nivel de espécie. De fato, em nosso estudo, essas
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andlises adicionais foram decisivas para a identificacdo das estirpes. Nesse contexto,
identificamos as 14 estirpes selecionadas através das sequéncias desses genes. Todas as estirpes
pertencem ao género Bacillus. JAG 249, ICA 32, TIM 10, TIM 27 e TIM 58 foram afiliadas
mais intimamente com B. subtilis, sete com B. amyloliquefaciens, e duas com B. vallismortis,
espécies reconhecidamente produtoras de lipopeptideos com grande potencial para aplicagdes
biotecnoldgicas (STEINBUCHEL, 2011; VATER et al., 2002).

Virios estudos reportam o uso de lipopeptideos produzidos por essas espécies em
MEOR, com excecdo de B. vallismortis, que ndo tem estudos publicados nesse tema
(ALVAREZ et al., 2015; GAO et al., 2016; GHOJAVAND; VAHABZADEH; SHAHRAKI,
2012). Kaur et al. (2017) e Zhao et al. (2010) enfatizaram a forte atividade antifiingica dos
compostos antimicrobianos produzidos por B. vallismortis, ressaltando sua importancia no
biocontrole de doengas em plantas.

Bactérias pertencentes ao género Bacillus (filo Firmicutes) sdo aerdbicas ou
anaerobicas facultativas, em forma de bastonetes, Gram-positivas, formadoras de endésporos e
produtoras de intimeros metabolitos secundarios. Enddésporos sdo estruturas que exibem
resisténcia a estresses ambientais, como altas temperaturas e pressao, tolerancia a sal e acidos.
Muitas das espécies de Bacillus sdo amplamente utilizadas na producao de antibioticos, enzimas
e biossurfactantes (FEKETE, 2009), ou como probidticos (CASULA; CUTTING, 2002) e
inseticidas (DOS SANTOS et al., 2009). Poucas sdo as espécies que constituem ameaga a satide
publica, como por exemplo, as espécies B. anthracis e B. cereus. Entretanto, de acordo com a
arvore filogenética construida, descartou-se a possibilidade de as estirpes estudadas
pertencerem ao grupo de espécies patogénicas, pois apresentaram menos de 80% de
similaridade com bactérias deste grupo. A avaliacdo da ecotoxicidade dos biossurfactantes
contra larvas de Artemia salina confirmou a seguranca desses produtos, devido a baixa
toxicidade.

Espécies de Bacillus geralmente produzem uma mistura de lipopeptideos de
diferentes classes e a composicdo dessa mistura interfere diretamente nas suas propriedades
tensoativas (ONGENA; JACQUES, 2008). Dentre as familias de biossurfactantes comumente
produzidas por este género estdo a surfactina, iturina e a fengicina (KIM et al, 2010;
ROONGSAWANG et al., 2002; STANKOVIC et al., 2012). Estas familias compreendem
isoformas que diferem na composicdo de aminoacidos. As isoformas podem ainda apresentar
uma subdivisdo em séries homologas, que variam no nimero de atomos de carbono que
compdem a cadeia lipidica. Tendo em vista esta ampla variedade de possibilidades de moléculas

lipopeptidicas produzidas, torna-se importante a caracterizacdo dos biossurfactantes
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produzidos, a fim de catalogar o tipo de molécula produzida por cada estirpe e assim
correlacionar com suas atividades.

A caracterizagdo por espectroscopia de infravermelho (FTIR) dos biossurfactantes
produzidos pelas 14 estirpes de bactérias selecionadas confirmou que estes sdo bastante
similares entre si, indicando a presenga de hidrocarbonetos alifaticos combinado a um dominio
peptidico, caracteristicos de biossurfactantes lipopeptidicos (DOMINGOS et al., 2015;
PEREIRA et al., 2013; PUEYO et al., 2009). De acordo com os resultados de Al-Wahaibi et
al. (2014), as bandas encontradas neste estudo estio em consonancia com as bandas da
surfactina comercial, classe com grande potencial biotecnologico especialmente na industria
petroquimica. Um detalhe a ser destacado dos dados de FTIR ¢ a menor quantidade de bandas
relacionadas a porg¢des peptidicas quando comparadas a quantidade de bandas referentes a
cadeia alifatica, resultado este que corrobora a hipdtese de um balango hidrofilico-lipofilico
baixo das moléculas estudadas. Isso explica a predominancia de emulsdes do tipo A/O, e
consequentemente confirma por¢des hidrofobicas maiores nessas biomoléculas.

A andlise por espectrometria de massas revelou uma mistura complexa de iturinas,
surfactinas e fengicinas em todos os 14 biossurfactantes analisados, apresentando ions intensos
em duas regides distintas, de m/z 1000 a 1200 e entre m/z 1400 e 1500. Resultados similiares
foram obtidos por Caldeira et al. (2011) com produgdo de varios compostos com m/z entre 1000
e 1100 (compativel com iturina e surfactina) e entre m/z 1436 e 1478 (compativel com
fengicina) por uma estirpe de B. amyloliquefaciens.

Cada estirpe exibiu sua propria assinatura de lipopeptideos, apresentando alta
riqueza e abundancia relativa de isoformas de cada familia de lipopeptideos. E bem conhecido
que estirpes de Bacillus podem simultaneamente produzir lipopeptideos de diferentes familias,
bem como multiplos andlogos estruturais de um lipopeptideo em particular (BEN AYED et al.,
2014; CHEN et al., 2008; ONGENA; JACQUES, 2008; ROONGSAWANG et al., 2002; ZHU
et al, 2013). Esta caracteristica ¢ devido principalmente a flexibilidade na selecdo de
aminoacidos, um fendmeno comum na sintese de peptideos nao-ribossomicos, e ¢ influenciada
por inumeros fatores genéticos e ambientais (CAGRI-MEHMETOGLU; KUSAKLI; VAN DE
VENTER, 2012; PEYPOUX; BONMATIN; WALLACH, 1999).

A secregdo diferencial de lipopeptideos ¢ considerada extremamente relevante, uma
vez que cada familia exibe vocagdo para atividades bioldgicas especificas, o que pode explicar
as diferencas observadas em suas atividades tensoativas. As vias biossintéticas dos

lipopeptideos estdo sob regulagdo complexa e o conhecimento sobre os fatores que influenciam



92

a expressdo de genes essenciais para produc¢do de biossurfactantes podem ser uteis para
controlar a biossintese seletiva destes compostos.

Sabendo-se que a sintese preferencial de uma determinada familia de
biossurfactante lipopeptideo, como surfactina ou iturina, e até mesmo o tipo de uma isoforma
em particular, ¢ altamente influenciada por fatores ambientais (temperatura de incubagdo, pH
do meio de cultivo e aeracdo) e nutricionais (fontes de carbono e de nitrogénio, relacdo C/N,
micronutrientes) (BANAT, 1995), necessita-se otimizar todos os parametros envolvidos, desde
a selecdo da estirpe microbiana, preparo do inéculo, condi¢des e condug¢do do processo
fermentativo, para tornar a sua produgdo um processo economicamente vidvel, inclusive os
procedimentos relativos a etapa de recuperagdo do produto e sua posterior purificaciao
(downstream).

De acordo com Inés; Dhouha (2015) temperaturas préximas de 30 °C favorecem a
producdo maxima de surfactina por B. subtilis e temperaturas proximas de 25 °C sdo 6timas
para iturina A, pH entre 6,5 e 6,8 também favorecem a produgdo de lipopeptideos. Além do
mais, a fonte de carbono, adi¢do de ions bivalentes (Mn?*, Fe?*, Mg?") e alguns sais como
ZnSO4 e MnSO4 foram relatados como estimuladores da producdo de surfactina e iturina por
B. subtilis. H4 evidéncias de que a frutose e a glucose sdo efetivas fontes de carbono para
producdo de surfactina, iturina, bacilomicina e piplastatina, sugerindo uma regulagao de sistema
semelhante para expressdo dos genes responsaveis pela sintese de biossurfactantes
(ROONGSAWANG et al., 2002).

A atividade dos biossurfactantes depende do arranjo dos residuos de aminoécidos,
dos tipos de grupos hidrofilicos e hidrofébicos que compdem as moléculas e da orientagdo
espacial das mesmas (LIU ef al., 2015). Um exemplo disso ¢ que geralmente, mudangas nas
posicdes 2, 4 e 7 da surfactina por residuos mais hidrofébicos aumentam a atividade superficial
e diminuem a concentra¢gdo micelar critica da surfactina. Youssef; Duncan; Mcinerney (2005)
comprovaram que a composi¢do de acidos graxos afeta diretamente as atividades biologicas
dos lipopeptideos produzidos por B. subtilis e B. mojavensis; mostrando uma correlagao
positiva entre o aumento da proporcao de 4cidos graxos de cadeias lineares pares (normal e iso-
3-OH-C14) e o aumento significativo das atividades especificas dos lipopeptideos. Os autores
alteraram a composi¢do de acidos graxos adicionando aminoécidos de cadeia ramificada
precursores na sintese da cadeia alifatica ao meio de cultivo. Akpa ef al. (2001) e Liu et al.
(2015) também demonstraram que modificacdes no meio de cultivo, principalmente no
fornecimento diferencial de alguns tipos de aminoacidos, tais como treonina, leucina, isoleucina

e valina, alteram a propor¢do de homologos de surfactina, iturina e fengicina, influenciando
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especialmente no tamanho da cadeia de acidos graxos e consequentemente nas atividades
biologicas, aumentando a afinidade por compostos hidrofébicos e diminuindo a CMC. Esse
fendmeno foi observado de forma mais notavel na producgao de surfactinas do que iturinas.

A andlise dos dados obtidos por ESI/MS agrupou as amostras por manguezal de
origem e pelos tipos de lipopeptideos produzidos. As condi¢des de cultivo utilizadas neste
estudo ativaram simultaneamente diferentes complexos de sintese de lipopeptideo,
favorecendo, assim, a coproducdo de diversas isoformas de surfactina, iturina e fengicina. De
forma geral, as isoformas de surfactina mostraram-se preponderantes para o manguezal do
Timonha, especialmente o ion m/z 1044,66 identificado como adutos de sddio de surfactina A
Ci4 ou surfactina B Cis. As estirpes provenientes do manguezal do Icapui produziram
preponderantemente isoformas de iturina, especialmente iturina A Ci4 [M+Na]". Como
mostrado anteriormente, lipopeptideos com cadeia carbdnica contendo 14 carbonos sao os que
apresentam melhores propriedades tensoativas e consequentemente os de maior potencial
biotecnolégico.

Youssef et al. (2007) também relataram que certas misturas de lipopeptideos ou
misturas de lipopeptideos e ramnolipideos podem ser mais eficazes na redugdo da tensdo
interfacial e na mobilizagao de hidrocarbonetos aprisionados. A contribui¢do de cada molécula
para a atividade global ¢ muito importante para preparar formulagdes de surfactante mais
eficazes. Além disso, o conhecimento sobre o sinergismo entre as moléculas € crucial, uma vez
que na maioria das aplicagdes praticas misturas sao usadas em vez de componentes individuais.

Price et al. (2007) mostraram uma correlacdo entre o perfil de producdo de
lipopeptideos e a origem geografica em um estudo comparativo de mais de 50 estirpes de B.
subtilis e Bacillus licheniformis isoladas de sete habitats extremos que vao da geleria ao deserto.
Portanto, acreditamos que as condigdes ambientais peculiares aos manguezais estudados
exercam pressoes seletivas distintas sobre as populacdes microbianas, tendo reflexo na
producdo diferencial de lipopeptideos de cada comunidade e consequentemente nas atividades
tensoativas. Interessantemente, o manguezal do Icapui encontra-se numa regido vulneravel
dentro de uma regido de extracdo de petroleo on shore e detém um historico de acidentes de
derramamento de 6leo (LOTTA; MARTINS, 2003), o que pode ter contribuido para sele¢ao de
certos compostos tensoativos pela comunidade bacteriana.

Os perfis lipopeptidicos das 14 estirpes analisadas revelaram que os principais
produtores de cada classe de lipopeptideo foram: JAG 249, TIM 27, TIM 58 e TIM 96 para
surfactina, ICA 24 e TIM 03 para iturina A, ICA 32 e JAG 255 para bacilomicina D; e

finalmente, ICA 36 e TIM 13 para fengicina. Além disso, foi detectada uma nova isoforma de
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lipopeptideo com m/z 1629, que ainda nao foi descrita na literatura, produzida por JAG 248 que
apresenta atividade desemulsificante.

Por fim, ensaios de monitoramento da producao destes compostos ao longo da curva
de crescimento dos microrganismos precisam ser realizados a fim de avaliar as melhores
condi¢des de cultivo para otimizar a produ¢ao das moléculas de interesse. O uso de técnicas de
UHPLC-MS/MS (MORO et al, 2018) e/ou Ressonancia Magnética Nuclear (NMR)
(PEREIRA et al., 2013) poderiam fornecer novos dados a fim de elucidar a estrutura da nova
molécula desemulsificante ou a presenga de novas possiveis isoformas. Em adi¢do, pretende-se
investir no desenvolvimento de formulagdes personalizadas, guiadas pelos perfis metabdlicos
dos biossurfactantes, compativeis com as caracteristicas dos reservatorios maduros onde serdo

aplicados, visando aumentar a eficiéncia do processo de extracao de petrdleo.



95

8 CONCLUSAO

A prospeccdo de bactérias produtoras de biossurfactantes em uma colegdo de
isolados de sedimentos de manguezais levou a selecdo de 14 novas estirpes produtoras de
biossurfactantes. Os tensoativos foram caracterizados por FTIR e espectrometria de massas
como lipopeptideos das familias surfactina, iturina e fengicina, com perfil de isoformas distinto
e caracteristico para cada estirpe, o que se reflete em suas propriedades tensoativas.

A maioria dos biossurfactantes apresenta atividades emulsificante e dispersante de
6leo, sendo que apenas um apresenta atividade desemulsificante quando aplicado na
temperatura ambiente. Quando aquecido a 121 °C este perde sua atividade desemulsificante e
passa a apresentar atividade emulsificante. Embora precise ser confirmado, a atividade
desemulsificante parece relacionada ao ion m/z 1629 de fengicina detectado neste estudo,
sugerindo tratar-se de uma nova isoforma dessa familia. Os biossurfactantes reduzem
eficientemente a tensdo superficial da 4gua e a maioria ¢ capaz de inverter a molhabilidade de
rochas carbonaticas, deixando-as molhaveis a 4gua, o que ¢ bastante interessante para
recuperagdo de petroleo de reservatorios.

As estirpes foram identificadas por andlises das sequéncias dos genes codificadores
do RNAr 16S, gyrB e rpoB como B. subtilis, B. amyloliquefaciens e B. vallismortis, sendo este
o primeiro estudo a descrever o potencial de biossurfactantes lipopeptideos produzidos por B.
vallismortis para MEOR.

Todos os biossurfactantes atuam em baixas concentragdes, ou seja, apresentam
baixas CMCs e ndo sdo toxicos para nauplios de Artemia salina, mesmo se utilizados numa
concentragdo 10 vezes maior do que a sua CMC.

Dentre os quatorze biossurfactantes analisados, aqueles produzidos pelas estirpes
TIM 03 e TIM 96, identificadas como B. amyloliquefaciens, e ICA 24, identificada como B.
vallismortis, destacaram-se por reterem suas propriedades tensoativas na presenca de 150 g/L
de NaCl, 600 bar de pressdo e temperatura de até¢ 250 °C, condi¢des encontradas em alguns
reservatorios de petrdleo, sendo esses biossurfactantes potenciais candidatos para testes de

MEOR ex situ.
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ANEXO A - DETERMINACAO DA CONCENTRACAO MICELAR CRIiTICA (CMC) EM FUNCAO DA TENSAO SUPERFICIAL
(mN/m) DOS BIOSSURFACTANTES PRODUZIDOS PELO CULTIVO DAS 14 ESTIRPES EM MEIO MINERAL.
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ANEXO B - ESPECTROS DE FTIR (TRANSMITANCIA) DE BIOSSURFACTANTES LIPOPEPTIDEOS PRODUZIDOS POR 14
ESTIRPES DE BACTERIAS SELECIONADAS.
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ANEXO C - ATRIBUICOES DOS PRINCIPAIS iONS DETECTADOS POR ESI-Q-TOF MS DOS METABOLITOS PRODUZIDOS
PELAS 14 ESTIRPES DE BACILLUS SP. APOS PROCESSAMENTO DOS DADOS NO PROGRAMA METABOANALYST.

m/z Tipo de Lipopeptideo Estirpes Produtoras Referéncias
. BIE; LU:; LU, 2009; GONG e al., 2015; LEE et al., 2016;
C13 surfactina A [M+H]"/Leu7 ICA 13, TIM 27, TIM 10, TIM 68, > o5 L, 20U b > tan, ’
1008,66 C14 surfactina B [M+H] /Val? 1CA 36, TIM 13 aRIO(z)(I)\IICS}SAWANG et al., 2002; STEIN, 2008: YANG et
C12 surfactina A [M+Na] "/Leu? JAG 255, TIM 96, TIM 27, JAG 249, . .
1016,63 C13 surfactina B [M+Na] /Val7 TIM 10, TIM 68, ICA 36, TIM 13 CHEN et al, 2008; KIM et al,, 2010; STEIN, 2008
. . PEYPOUX et al., 1984; ROONGSAWANG et al., 2002;
1021,53 C14 bacilomicina L [M+H] TIM 96 STEIN, 2008
102268 Slé S“réz‘:ttl;z ‘g %iﬁ% 4%,2‘11; JAG 255, TIM 96, TIM 27, JAG 249,  BIE: LU: LU, 2009: GONG et al., 2015 LEE et al., 2016,
’ surtactina a TIM 10, ICA 36, TIM 13 2007; ROONGSAWANG et al., 2002; STEIN, 2008
C13 bamilocina A [M+H]
CHEN ez al,, 2008; GONG et al., 2015; KIM et al., 2010;
1030.65 C13 surfactina A[M+Na] /Leu? ;FCIXI ?67’:}?1\5[} 12;19,’[31\141\/;610,’[;1\141\/;58’ KOUMOUTSI et al, 2004; PECCI et al, 2010;
’ C14 surfactina B [M+Na] "/Val7 IAG 2 5’5 ’ ’ ’ PEREIRA et al., 2013; STEIN, 2008; VATER et al,
2002; YANG et al., 2015
o . PEYPOUX et al., 1984; ROONGSAWANG et al., 2002;
1035,55 C15 bacilomicina L [M+H] TIM 96 STEIN, 2008
C15 surfactina A [M+H]*/Leu? JAG 255, TIM 96, TIM 27, JAG 249,  DiEs LU; LU, 2009; CHEN er al., 2008; GONG et al,
1036,70 C16 surfacting B [M-H]*/Val7 TIM 10, 1CA 36. TIM 13 2015; LEE et al,, 2016; ROONGSAWANG et al., 2002;
surtac ’ ’ STEIN, 2008; YANG et al., 2015
BIE; LU; LU, 2009; CALDEIRA ef al,, 2011; CHEN et
. . al, 2008, 2016; CHO et al, 2003; GONG et al., 2015;
1043,56 51144;:“5“;‘? i[li\;[ﬁ%v{%\?:]l* TIM 03, JAG 248, ICA 13, ICA 24 ISOGAI et al., 1982; PEYPOUX et al., 1984: STEIN,
criomic 2008: YANG et al, 2015; YUAN et al., 2014; ZHANG
etal, 2012
C 14 surfactina A [M+Na] /Leu? JAG 255, JAG 248, TIM 96, TIM 27,  CHEN et al., 2008; GONG et al., 2015; KIM et al., 2010;
1044,66 C1s s“rrfi" tlllflz B[M +N2] K /Vfl‘ll7 JAG 249, TIM 58, TIM 10, TIM 68,  KOUMOUTSI et al, 2004; PECCI et al, 2010;
surtac ICA 36 PEREIRA et al., 2013: STEIN, 2008; VATER et al., 2002
1045,56 C15 bacilomicina D (M+H) * ICA 32, JAG 255, ICA 13 PEYPOUX et al., 1984
1046,62 C13 surfactina A [M+K] /Leu? TIM 96, TIM 27, JAG 249, TIM 58, g0

C14 surfactina B [M+K] "/Val7 TIM 10
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1049,56

C16 bacilomicina L [M+H]"

ICA 24, TIM 96, TIM 13

PEYPOUX et al., 1984; ROONGSAWANG et al., 2002;
STEIN, 2008

1050,71

C16 surfactina A [M+H]"/Leu7
C17 surfactina B [M+H]'/Val7

JAG 255, TIM 27, TIM 58, TIM 10,

ICA 36, TIM 13

WATROUS et al., 2012

1053,54

C14 bacilomicina D [M+Na]"

ICA 32, JAG 255

PEYPOUX et al, 1984

1057,58

C15 iturina A [M+H]"/Asn1
C15 bacilomicina L [M+Na]"

TIM 03, JAG 248, ICA 13, ICA 24

BIE; LU; LU, 2009; CALDEIRA et al., 2011; CHEN et
al., 2008, 2016; CHO et al., 2003; GONG et al., 2015;
ISOGAI et al., 1982; PEYPOUX et al., 1984; PUEYO et
al., 2009; STEIN, 2008; YANG et al., 2015; YUAN et
al., 2014; ZHANG et al., 2012

1058,68

C15 surfactina A [M+Na]"/Leu?
C16 surfactina B [M+Na]'/Val7

ICA 32, JAG 255, JAG 248, TIM 96,
TIM 27, JAG 249, TIM 58, TIM 68,
ICA 36

CHEN et al., 2008; GONG et al., 2015; KOUMOUTSI et
al., 2004; PECCI et al., 2010; PEREIRA et al., 2013;
STEIN, 2008; YANG et al., 2015

1059,58

C16 bacilomicina D [M+H]"
C14 bacilomicina L [M+K]"

ICA 32, JAG 255, TIM 03, JAG 248

PEYPOUX et al., 1984

1060,63

C14 surfactina A [M+K] "/Leu?
C15 surfactina B [M+K] "/Val7

TIM 96, TIM 27, JAG 249,TIM 58,
TIM 10

STEIN, 2008

1065,54

C14 iturina A [M+Na]"/Asnl

JAG 248, ICA 13, ICA 24

CHEN et al., 2008; GONG et al., 2015; PUEYO et al.,
2009; VATER et al., 2002; YANG et al., 2015; ZHANG
etal, 2012

1066,64

C14 iturina A [M+Na]/Asnl
C13 iturina [M+K]"/Asnl

JAG 248, TIM 27, JAG 249, TIM 58,
TIM 68, TIM 13

KIM et al., 2010; YUAN et al., 2014

1067,55

C15 bacilomicina D [M+Na]"

ICA 32, JAG 255,1CA 13,1CA 24

PEYPOUX et al, 1984

1071,59

C16 iturina A [M+H]"/Asn1
C16 bacilomicina L [M+Na]"

ICA 32, JAG 255, TIM 03, ICA 13,
ICA 24, TIM 27, TIM 10, ICA 36,
TIM 13

CALDEIRA et al., 2011; CHO et al., 2003; ISOGALI et
al., 1982; STEIN, 2008; YUAN et al., 2014

1072,54

C17 bacilomicina D [M+H]"

TIM 13, TIM 96

1072,69

C16 surfactina A [M+Na]"/Leu?
C17 surfactina B [M+Na]'/Val7

ICA 32, JAG 255, JAG 248, TIM 96,
TIM 27, JAG 249, TIM 58, TIM 10,
ICA 36

CHEN et al., 2008; GONG et al., 2015; YANG et al.,
2015

1074,68

C15 surfactina A [M+K]"/Leu?
C16 surfactina B [M+K]"/Val7

ICA 32, JAG 255, JAG 248, TIM 96,
JAG 249, TIM 10, TIM 68, ICA 36,
TIM 13

BEN AYED et al, 2014
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ICA 32, JAG 255, TIM 03, JAG 248,

CHEN et al., 2008; GONG et al., 2015; PRICE et al.,

1079,56 C15 iturina A [M+Na]"/Asnl ICA 13. ICA 24 2007; PUEYO et al., 2009; VATER et al., 2002; YANG
’ etal., 2015; ZHANG et al., 2012
C15 iturina A [M+Na]"/Asnl
1080,66 C14 iturina A [M+K]/Asn1 JAG 248, TIM 27, JAG 249, TIM 58, 5555 o 1 2015: KIM et al., 2010; YUAN et al., 2014
rna A TIM 10, TIM 68, ICA 36, TIM 13
C16 bacilomicina D [M+Na]+
ICA 32, JAG 255, TIM 96, TIM 27,
1086,71 C17 surfactina A [M+Na]'/Leu? JAG 249, TIM 58, TIM 10, ICA 36, VATER et al., 2002; WATROUS et al., 2012
TIM 13
o B ICA 32, JAG 255, ICA 13, ICA 24, '
1087,53 C16 bacilomicina L [M+K] TIM 27, TIM 10, ICA 36, TIM 13 PEYPOUX et al., 1984; STEIN, 2008
1088.6 C16 surfactina A [M+K]"/Leu?7 ITCH‘\A‘/I 11'; ICA 24, TIM 10, ICA 36, STEIN, 2008
. B TIM 03, JAG 248, ICA 13, ICA 24, GONG et al., 2015; KIM et al., 2010; PUEYO et al.,
1093,57 C16 iturina A [M+NaJ'/Asnl TIM 68 2009: VATER et al., 2002: YUAN e al,, 2014
. ICA 32, JAG 255, TIM 03, JAG 248,
1095,58 C15 iturina A [M+K]+/Asnl ICA 13, ICA 24, TIM 68, TIM 13 -
. B JAG 255, TIM 03, ICA 13, ICA 24,
1097,57 C16 bacilomicina D [M+K] TIM 27, TIM 10, TIM 13, ICA 36 PEYPOUX et al., 1984
o B JAG 255, ICA 13, ICA 24, TIM 27,
1101,54 C17 bacilomicina L [M+K] TIM 10, TIM 68, ICA 36, TIM 13 PEYPOUX et al., 1984
1102,68 C17 surfactina A [M+K]"/Leu?7 ITCH‘\A‘/I 11'; ICA 24, TIM 10, ICA 36, -
1107,59 C17 iturina A [M+Na]' /Asnl TIM 03, TIM 68 PRICE et al.,, 2007
. B JAG 248, ICA 13, ICA 24, TIM 10, ,
1123,50 C17 iturina A [M+K]"/Asnl ICA 36, TIM 13 KAUR et al., 2017; WATROUS et al., 2012
. B JAG 255, TIM 96, TIM 27, JAG 249,
144782 . C13 fengicina A [MFH]"/Ala6 TIM 58, TIM 10, TIM 68, ICA 36, PATHAK et al., 2012
Acido graxo B-hidroxi mono-insaturado TIM 13
BIE; LU; LU, 2009; CHEN et al., 2008; GONG et al.,
C16 fensicing A IMAHT /Ala6 ICA 32, JAG 255, TIM 03, JAG 248,  2015; KOUMOUTSI et al, 2004; LI et al, 2012a;
1463,81 engicina A [M+H] /Ala ICA 13, TIM 96, JAG 249, TIM 68, PATHAK et al, 2012; PECCI et al, 2010;

C14 fengicina B [M+H]" /Val6

ICA 36, TIM 13

ROONGSAWANG et al., 2002; STEIN, 2008; VATER
etal., 2002; YANG et al., 2015
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1477,83

C17 fengicina A [M+H]"/Ala6
C15 fengicina BIM+H]"/Val6

JAG 255, TIM 03, JAG 248, ICA 13,
TIM 96, TIM 27, JAG 249, TIM 58,
TIM 10, ICA 36, TIM 13

BIE; LU; LU, 2009; CHEN et al., 2008, 2010; GONG et
al., 2015; KOUMOUTSI et al., 2004; LI et al., 2012a;
PATHAK et al, 2012; PECCI et al, 2010;
ROONGSAWANG et al., 2002; STEIN, 2008; VATER
etal, 2002; YANG et al., 2015

1485,80

C16 fengicina A [M+Na]/Ala6
C14 fengicina B [M+ Na]'/Val6

JAG 255, TIM 96, JAG 249, TIM 10,
TIM 68, ICA 36, TIM 13

GONG et al., 2015; PATHAK et al., 2012

1491,85

C18 fengicina A [M+H]"/Ala6
C16 fengicina B [M+H]"/Val6

ICA 32, JAG 255, ICA 13, TIM 96,
TIM 27, JAG 249, TIM 58, TIM 10,
ICA 36, TIM 13

BIE; LU; LU, 2009; CHEN et al., 2008; KOUMOUTSI
et al.,, 2004; LI et al., 2012a; PATHAK et al., 2012;
PECCI et al., 2010; ROONGSAWANG et al., 2002;
STEIN, 2008; VATER et al., 2002

1495,86

C17 fengicina A [M+H]"/Ala6
C15 fengicina B [M+H]"/Val6
Cadeia Linear

ICA 36, TIM 13

MA et al.,, 2016; PATHAK et al., 2012

1499,82

C17 fengicina A [M+Na]"/Ala6
C15 fengicina B [M+Na]'/Val6

JAG 249, TIM 10, ICA 36, TIM 13

GONG et al., 2015

1505,86

C19 fengicina A [M+H]"/Ala6
C17 fengicina B [M+H]"/Val6

JAG 255, JAG 248, TIM 96, TIM 27,
JAG 249, TIM 58, TIM 13

BIE; LU; LU, 2009; KOUMOUTSI et al., 2004; L1 et al.,
2012a; PATHAK et al., 2012; PECCI et al., 2010;
ROONGSAWANG et al,, 2002; STEIN, 2008; VATER
etal, 2002; YANG et al., 2015

1510,86

C17 fengicina B [M+H]"/Ala6
Cadeia Linear

ICA 36

LIU et al., 2012; PATHAK et al., 2012
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ANEXO D - ESPECTROS DE MASSAS POR ESI-Q-TOF MS
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i. Espectros de massas por ESI-Q-TOF MS, em modo positivo, evidenciando os picos caracteristicos da

surfactina, iturina A e fengicina comerciais produzidas por Bacillus subtilis.
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il. Espectros de massas por ESI-Q-TOF MS, em modo positivo, evidenciando os picos caracteristicos da
mistura complexa de lipopeptideos produzidos pelas estirpes do manguezal do Jaguaribe (JAG 248, JAG
249 e JAG 255).
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ii. Espectros de Massas por ESI-Q-TOF MS, em modo positivo, evidenciando os picos caracteristicos da
mistura complexa de lipopeptideos produzidos pelas estirpes do manguezal do Icapui (ICA 13, ICA 24,
ICA 32 ¢ ICA 306).
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Espectros de Massas por ESI-Q-TOF MS, em modo positivo, evidenciando os picos caracteristicos da
mistura complexa de lipopeptideos produzidos pelas estirpes do manguezal do Timonha (TIM 03, TIM
10, TIM 13 e TIM 27).
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v. Espectros de Massas por ESI-Q-TOF MS, em modo positivo, evidenciando os picos caracteristicos da
mistura complexa de lipopeptideos produzidos pelas estirpes do manguezal do Timonha (TIM 58, TIM
68 e TIM 96).



