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RESUMO

Surfactantes sdo agentes ativos de superficie amplamente utilizados na industria
cosmética. A maioria dessas substancias séo sintetizadas a partir de derivados do
petréleo e estdo associadas a distlrbios ambientais e problemas na saude humana.
Os biossurfactantes sdo compostos naturais ndo toxicos e biodegradaveis que
aparecem como alternativas com melhores atividades tensoativas e emulsificantes,
capazes de integrar formulagBes de cosméticos de forma mais segura e eficaz. O
objetivo desse trabalho foi avaliar o controle da Malassezia pelos biossurfactantes
produzidos pelo Bacillus sp. Tim10. Para verificar a eficiéncia da preparacdo
realizaram-se testes de emulsdo utilizando a preparacdo autoclavada e nao
autoclavada e de reducao da tenséo superficial utilizando o tensidmetro automatico.
Para aferir a toxicidade foi observado a germinacdo de sementes de alface (Lactura
sativa) submetidas a diferentes concentracfes da preparacdo de biossurfactate. Foi
utilizado o método pour-plate para avaliar o controle da Malassezia pelos shampoos
comerciais e pela preparagdo de biossiurfactantes na concentracdo de 400 mg/L.
Através dos ensaios realizados, observou-se que a atividade emulsificante dos
biossurfactantes autoclavados alcancaram o indice médio de 69, 33% de emulséao, e
0 nao autoclavado apresentou 70%. Como resultado do teste de reducéo da tenséo
superficial, a preparacéo de biossurfactantes reduziu em 40% a tenséo superficial da
agua Milli-Q que atingiu valor de 28,9 mN/m. Observou-se que a preparacdo de
biossurfactantes mesmo na concentracdo mais alta ndo inibiu a germinacdo das
sementes de alface (Lactura sativa). Avaliando os shampoos comerciais como
controle da Malassezia observou-se halo de inibicdo do crescimento de cada
amostra em cada estirpe e foi medido o diametro. A preparacao de biossurfactantes
produzidos pelo Bacillus Tim10 n&o apresentou atividade de inibigdo no crescimento
dos isolados clinicos de Malassezia. Dessa forma, a preparacéo de biossurfactantes
apresenta-se como promissor tensoativo capaz manter sua caracteristica
emulsificante apos submissdo de pressao e calor, além da capacidade de reducéo
da tensdo superficial e ndo toxicidade na germinacdo de sementes de alface

(Lactura sativa).

Palavras-chave: Malassezia furfur ; Atividade antifingica; Atividade toxica.



ABSTRACT

Surfactants are active interface agents widely used in the cosmetic industry. Most of
these substances are synthesized from petroleum derivatives and are associated
with environmental disturbances and human health problems. Biosurfactants are
non-toxic and biodegradable natural compounds that appear as alternatives with
better surface-active and emulsifying activities, able to integrate cosmetic
formulations in a safer and more effective way. The objective of this work was to
evaluate the control of Malassezia by biosurfactants produced by Bacillus sp. Tim10.
To verify the efficiency of the preparation, emulsion tests were carried out using the
autoclaved and non-autoclaved preparation and the reduction of surface tension
using an automatic tensiometer. To assess the toxicity, the germination of lettuce
seeds (Lactura sativa) was observed in different concentrations of the biosurfactate
preparation. The pour-plate method was used to evaluate the control of Malassezia
by commercial shampoos and by the preparation of biosurfactants at a concentration
of 400 mg/L. Through the tests carried out, it was observed that the emulsifying
activity of the autoclaved biosurfactants reached an average index of 69.33% of
emulsion, and the non-autoclaved one presented 70%. As a result of the surface
tension reduction test, the biosurfactant preparation showed a surface tension of 40%
of the Milli-Q water that consumes a value of 28.9 mN/m. Note that the biosurfactant
preparation even at the highest concentration did not inhibit lettuce (Lactura sativa)
seed germination. Evaluating the commercial shampoos as Malassezia control, the
growth halo of each sample in each strain was observed and the diameter was
measured. The biosurfactant preparation produced by Bacillus Tim10 did not show
follow-up activity on the growth of clinical Malassezia isolates. Thus, the preparation
of biosurfactants presents itself as a promising surfactant capable of maintaining its
emulsifying characteristic after being subjected to pressure and heat, in addition to
the ability to reduce surface tension and non-toxicity in the germination of lettuce

seeds (Lactura sativa).

Keywords: Malassezia furfur; Antifungal activity; Toxic activity.
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1 INTRODUCAO

Produtos cosméticos e de higiene pessoal sdo utilizados em larga escala pela
populacdo mundial, estando os shampoos entre 0s mais consumidos e usados para
limpeza de cabelos e couro cabeludo. Estes produtos sao frequentemente
formulados para garantir nutrientes e protecdo a pele e seu microbioma a fim de
manter suas funcdes de barreira natural e inibir o crescimento de patégenos (ADU et
al., 2020; VECINO,2017; AL BADI e KHAN, 2014).

Dessa forma, grande parte dos compostos desses produtos sdo agentes
surfactantes. Estes sdo definidos como substancias anfipaticas que alteram as
condi¢Bes dos liquidos, dividindo a interface entre duas fases de diferentes graus de
polaridade e ligagbes de hidrogénio, como o 06leo e agua ou ar e &gua
(ROSEMBERG, 1999). Ademais, grande parcela dos tensoativos quimicos no
mercado sdo sintetizados a partir de subprodutos do petréleo, sendo de dificil
biodegradabilidade (AKBARI et al., 2018; ADU et al., 2020).

Os surfactantes sintéticos sdo amplamente utilizados na industria cosmética
com a finalidade de formacdo de espuma e limpeza, porém o uso regular leva ao
ressecamento da pele, perda de cabelo, irritagcdo no couro cabeludo e nos olhos
(Potluri et al., 2013). Por exemplo, o tratamento prolongado com lauril sulfato de
sédio causou desnaturacdo de proteinas, a expansao da membrana, a formacao de
orificios e a perda da capacidade de ligacdo a agua, levando a irritacdo da pele e
reacdes alérgicas (SOM et al., 2012). Além disso, a baixa degradabilidade destes
compostos afeta no acumulo no meio ambiente, causando prejuizos ambientais
relacionados a eutrofizacdo das aguas e na baixa conducdo de oxigénio por meio
das membranas dos organismos aquaticos (COSTA et al., 2007).

Biossurfactantes sdo moléculas naturais produzidas por diferentes
microrganismos, com grande potencial na formulacdo de produtos cosméticos,
possuindo grande vantagem por sua biodegradabilidade e biocompatibilidade.
Ademais, varios tipos de biossurfactantes demonstraram atividade microbiana contra
bactérias, fungos filamentosos, leveduras e virus (ARAUJO et al., 2013;
VECINO,2017; DESAI e BANAT,1997).

O género Bacillus é estudado como produtores de surfactantes que possuem
uma surpreendente variedade de acdes, sendo amplamente estudados pelo

potencial tensoativo e antimicrobiano e antifungico (LARINI et al., 2017). Além disso,


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2314853514000663#bib18
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as suas interagcbes com sistemas bioldgicos geram alteracdes fisiologicas e
bioquimicas, fazendo desses compostos um ativo promissor para resolver uma serie
de problemas de satde (SEYDLOVA e SVOBODOVA, 2008).

A demanda por agentes tensoativos alternativos naturais tende a aumentar
para atender as necessidades potenciais de aplica¢des industriais e domésticas,
sendo possiveis substituintes de compostos sintéticos produzidos a partir de
petréleo, sendo até mais efetivos (AKBARI, 2018). Por isso, ha a necessidade de
novos ativos naturais para integrar formulagdes de shampoo, sendo o objetivo desse
estudo foi avaliar as caracteristicas tensoativas dos biossurfactantes produzidos pelo
Bacillus sp. Tim1l0 junto a capacidade de controle de isolados clinicos de

Malassezia.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Biossurfactantes

Os biossurfactantes sédo subprodutos metabdlicos produzidos por células
microbianas em sua superficie ou excretados. Sua estrutura anfipatica possibilita a
reducdo da tensdo superficial e interfacial. Além disso, formam micelas que
melhoram a solubilidade de hidrocarbonetos em agua (KAPADIA e YAGNIK, 2013).
Além de suas caracteristicas tensoativas, eles possuem propriedades de grande
interesse industrial e comercial, como baixa toxicidade, melhor capacidade de
emulsdo, seletividade, biodegradacado, sua producédo se da a partir de uma matéria
prima renovavel e podem conservar sua atividade especifica em condigBes extremas
de pH, salinidade e temperatura (DESAI e BANAT, 1997).

Os biossurfactantes também séo relatados com propriedades antioxidantes
consideraveis, atividades antimicrobianas contra microorganismos patogénicos e
atividades antiadesivas contra bactérias formadores de biofilme (GIRI,2019). S&o
caracterizados a partir de sua estrutura quimica e origem microbiana, sendo
divididos em componentes com baixa e alta massa molecular (KAPADIA e YAGNIK,
2013) ou ainda pelo tipo: glicolipidios, lipopeptideos, fosfolipideos, biossurfactantes
poliméricos e particulados (Chen et al., 2015). Além disso, diferentes
microrganismos sdo capazes de produzir biossurfactantes com estruturas
moleculares e atividades de superficie distintas (SANTOS et al., 2016).

Os lipopeptideos sdo uma classe de surfactantes microbianos amplamente
estudados devido a sua versatilidade, além de suas propriedades, antifingicas e
antioxidantes (KOSARIC, 1992). S&o moléculas sintetizadas por complexos
enzimaticos multimodulares conhecidos como peptideos sintetases néo ribossomais
(NRPSSs), possuindo uma estrutura de peptideos hidrofilicos de 7 a 10 aminoacidos
gue se diferenciam na composicdo e sequéncia, ligados a um acido graxo
hidrofobico com diferentes comprimentos de cadeia e isbmeros e estdo entre 0s
principais biossurfactantes produzidos por Bacillus sp. (ROONGSAWANG et al.,
2010).


https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/nonribosomal-peptide
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Tabela 1- Cepas produtoras de lipopeptideos e suas aplicacdes

Cepa bacteriana produtora Aplicacéo bioldgica
de LP
B. metilotréfica DCS1 Atividades antioxidantes,
antimicrobianas e antiadesivas
Surfactina  B. subtilis Atividade inibitéria contra o
fitopatogénico Fusarium sp.
B. subtilis SPB1 Atividade quelante
B. amyloliquefaciens Atividade contra patégenos
lturina A PPCB004 fungicos poés-colheita em frutos
armazenados
Homologos  B. amyloliquefaciens MD4-12  Efeitos antimicrobianos
de surfactina sinérgicos contra varias bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas
Bacilomicina, B. methylotrophicus XT1 Agente de biocontrole eficaz
Fengycina CECT 8661 contra a infeccao por B. cinérea
B. licheniformis VS16 Inibicdo de biofilme, remocéo de

Liguenisina .
metais pesados

Fonte: Adaptado de ALI et al. (2022)

Dessa forma, género Bacillus tém tido ampla visibilidade devido sua
producéo de lipopeptideos ciclicos e lipoproteinas que incluem surfactinas, fengycin,
liquenisinas e bacilomicina, classificados como importantes biossurfactantes,
produzindo um amplo espectro de peptideos bioativos com ampla aplicabilidade nas
industrias biotecnolégicas e biofarmacéuticas (VALTER et al., 2002; GIRI,2019).

2.2 Potencial dos biossurfactantes como antimicrobianos

Os biossurfactantes possuem uma estrutura que confere a capacidade de
alterar as propriedades interfaciais e superficiais de um liquido. Essa propriedade
favorece a acdo em diversas aplicagbes terapéuticas como em tratamentos
antibacterianos e outros (LARINI,2017). Diante da capacidade detergente, o0s
biossurfactantes lipopeptideos solubiizam a membrana desfigurando a
permeabilidade da membrana por meio de formacéo de canais idnicos ou carreando
céations mono ou divalentes (LIU, 2015; ARAUJO et al., 2013)

Além disso, possuem efetiva capacidade de remocédo de biofilmes, e agem
modificando a hidrofobicidade da superficie bacteriana alterando a adesdo na

superficie, uma vez que quanto maior a hidrofobicidade, maior a adesdo. Essa
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capacidade bacteriana varia em diferentes linhagens do mesmo microrganismo
(AHIMOU et al., 2000; ARAUJO et al., 2013).

A surfactina, sendo um biossurfactante lipopeptideo, € capaz de inativar virus
devido sua estrutura quimica e seu comprimento da cadeia carbbnica, sendo
adequado para a inativacdo de varios virus. Essa inativacdo € mais eficiente em
virus envelopados, especialmente herpes e retrovirus, em compara¢cdo com 0s Virus
nao envelopados. Possui capacidade de penetracdo na membrana e causa
desintegracdo completa da membrana lipidica do virus (VOLLENBROICH,1997; ALI
et al.,2022).

2.3 Surfactina

A surfactina é sintetizada por varias cepas do género Bacillus durante a fase
estacionaria quando nutrientes nos meios de cultura sio limitados (SEYDLOVA e
SVOBODOVA, 2008).E um lipopeptideo aniénico que possui estrutura primaria
composta por um peptideo de sete a-aminoacidos (Glu - Leu - Leu - Val - Asp - Leu -
Leu) ligados a uma cadeia de acido graxo B-hidroxi com 12 a 16 4&tomos de carbono,
formando um lipopeptideo ciclico, sendo observado na figura 1 (KAKINUMA, 1969;
LARINI, 2015).

Figura 1- Estrutura quimica da Surfactina A

/ L-Glu ~_

O=CH-CH,-CH-R L-Leu

/ \

O D-Leu
\ |
- L-Val

-Leu
N /
D-Leu L-Asp

Fonte: ALl et al., 2022
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Em ambas as fases, aquosa na interface agua/ar, a surfactina adota uma
estrutura de folha B, caracteristicas que contribuem para seu amplo espectro de
atividades biologicas (ISHIGAMI et al., 1995). E conhecida como um potente
surfactante capaz de reduzir a tensdo superficial da 4gua de 72 para 27,9 mN/m em
concentracdes de 0,005%, sendo esse resultado superior ao observado para o lauril
sulfato de sodio, um surfactante sintético amplamente utilizado na industria
(ARAUJO et al., 2013).

As diferencas na sequéncia de aminoacidos e atomos de carbono nos &cidos
graxos fornecem as surfactinas diversas estruturas quimicas e propriedades fisico-
guimicas (LIU et al., 2015). A surfactina possui 3 isoformas que se diferenciam na
substituicdo de aminoacidos nos anéis pépticos e 0 que determina qual das trés sera
produzido serdo a linhagem da cepa, condicbes ambientais e o substrato em que
ocorreu a producéo do biossurfactante (Valter, 2002).

2.4 Malassezia furfur

Os componentes do género Malassezia sédo leveduras de brotamento
unipolar, com uma espessa parede celular além de possuirem dependéncia de
lipidios (CAFARCHIA et al., 2011). S&o conhecidos por compor maior parte da
microbiota da pele humana normal e muitos de animais de sangue quente
(BANDHAYA, 1993). Como os lipideos séo necessarios para o crescimento dessas
leveduras, elas sdo encontradas principalmente em regifes ricas em glandulas
sebaceas (MAYSER et al.,, 1998). A distribuicdo de Malassezia na pele é
dependente das caracteristicas de cada regido, uma vez que cada espécie pode
exibir diferentes requisitos lipidicos (SAUNDERS,2012).

Sdo leveduras associadas a disturbios patoldégicos na pele, pitiriase
versicolor, foliculite, dermatite seborreica e caspa (LEEMING e NOTMAN, 1987). A
Malassezia também é capaz de secretar iniUmeras enzimas hidroliticas que atuam
como mediadores do metabolismo microbiano e interagcdes microbiana-hospedeiro e
intermicrobiana (CEZAIRLIYAN, 2017).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a capacidade dos biossurfactantes produzidos pelo Bacillus sp. Tim 10

no controle da Malassezia

2.2 Objetivos especificos

e Testar a capacidade de emulsificacdo e de reducdo da tensao
superficial da preparacéo dos biossurfactantes

e Avaliar o potencial de inibicio dos shampoos comerciais em
comparacao ao biossurfactante Tim10 no crescimento dos isolados
clinicos de Malassezia sp. Por acdo dos shampoos comerciais e por
biossurfactantes produzidos pelo Bacillus sp. Tim10.

e Avaliar o potencial de toxicidade do biossurfactantes produzidos pelo
Bacillus sp. Tim10 na germinacdo de sementes de alface (Lactura

sativa).
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3 METODOLOGIA

3.1 Microrganismos

Foram utilizadas quatro estirpes de Malassezia isoladas de amostras clinicas,
sendo elas: 154DR8, 153DR5, Procot96 e PQBR17, depositadas na colecdo do
Laboratério de Ecologia Microbiana e Biotecnologia (Lembiotech) do Departamento
de Biologia da Universidade Federal do Ceara (UFC), identificadas na tabela 3. O
cultivo das cepas foi realizado em meio Sabouraud modificado (acrescido de Tween
80 0,5% (v/v), azeite de oliva 0,5% (v/v) e DMSO 2%(v/v)), por 48 h, 150 rpm, a 30
°C. As culturas foram criopreservadas a -20°C e -80 °C, com 15% (v/v) de glicerol

estéril.

Tabela 2- Identificacdo molecular das estirpes clinicas de Malassezia

Isolado Estirpe N° de acesso GenBank
153DR5 M. furfur 124.3 KM370105
154DR8 M. furfur CBS:5332 KY104134
PQBR17 M. furfur CBS:8736 KY104118
Procot96 M. furfur A7A8 HQ710828

Fonte: Adaptado de Silva, 2021

Para a producdo dos Biossurfactantes utilizados no ensaio foi utilizado a
bactéria Bacillus sp.Tim 10, depositada na colecdo do Laboratério de Ecologia
Microbiana e Biotecnologia (Lembiotech) do Departamento de Biologia da UFC. A
cepa foi cultivada em meio Surfactina estétil (10 g/L de glicose; 5,0 g/L de extrato de
levedura; 1,0 g/L de (NH4)2SO4; 6,0 g/L de Naz2HPO4; 3,0 g/L de KH2PO4; 2,7 g/L de
NaCl; 0,6 g/L de MgS04.7H20) por 48 h, 150 rpm, a 30 °C. As culturas foram

criopreservadas a -20°C e -80 °C, com 15% (v/v) de glicerol estéril.

3.2 Producéao do biossurfactante

Seguindo a descricao de Silva (2021), a linhagem de Bacillus sp. TIM 10 foi
cultivada por 16 h, 150 rpm e 30° C em caldo de surfactina estéril (MORAN,2000).
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A absorbancia do cultivo foi medida em espectrofotometro a 600 nm, e
ajustadas para 0,150 + 0,02 e foi utilizada como inéculo na proporcao de 10% (v/v).
A fermentacdo ocorreu sob as condicbes de 150 rpm, 30°C durante 48 h. A
separacao do sobrenadante das células foi conquistada por centrifugacdo a 12000 g,
4° C durante 15 min (Pereira et al.,2013)

A extracdo dos lipopeptideos ocorreu por precipitacdo acida. Utilizou-se HCI
12 M para ajustar os sobrenadantes para pH 2,0 e foram deixados por 24 h em 4° C.
Para obtencdo do material precipitado as amostras passaram por 3 ciclos de
centrifugacdo a 15000 x g, 4° C por 30 min., e lavado com &gua acidificada pH 2,0
ajustada com HCI. O precipitado foi diluido em agua desmineralizada pH 7,0 e
ajustado com NaOH 1 M. As amostras foram congeladas em ultrafreezer -80°C e

liofilizadas (Pereira et al.,2013).

3.3 Atividade antifungica in vitro dos shampoos comercializados e do

biossurfactante lipopeptideo Tim 10 como controle de Malassezia

As estirpes de Malassezia furfur 154DR8, 153DR5, Procot96 e PQBR17
crescidos em meio Sabouraud modificado (acrescido de Tween 80 0,5% (v/v), azeite
de oliva 0,5% (v/v) e DMSO 2% (v/v) durante 48 h sob 150 rpm a 30° C. 0,2 mL de
cultura foram inoculados em 20 mL de meio de agar Sabouraud modificado derretido
semeado pela técnica pour-plate.

Para avaliar a atividade antifangica dos shampoos 5 pocos de 10 mm de
diametro foram perfurados no meio de cultura, nos quais 3 pocos foram preenchidos
com 0,05 mL de de shampoo a 10% (diluido em DMSO 10%), 1 dos pocos foi
preenchido com 0,05 mL DMSO 10% e o outro com 0,05 mL agua destilada estéril,
ambos foram utilizados como controles. As placas foram incubadas a 30°C durante
48 h. Apos o periodo de incubagéo o halo de inibi¢cdo foi medido.

Para avaliar o biossurfactante foram preparadas duas solu¢gées com o
biossurfactante na concentracdo 4 mg/mL, a primeira diluida com H20 Milli-Q e
autoclavada e a segunda diluida com DMSO 10% e filtrada. 3 Pocos de 10mm de
diametro foram furados, um para o controle com agua destilada, o segundo para
controle do DMSO 10% e o terceiro para amostra de biossurfactante na

concentragdo 4 mg/mL em H20 mili-Q. Foram utilizados disco de papel tipo Watman
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embebidos com 10 pl das amostras do biossurfactante na concentragéo 4 mg/mL em
H20 mili-Q e em DMSO 10% (REVANSIDDAPPA, 2018; SANTHANAM, 2014).

3.4 Ensaio de emulsdo e Tensao Superficial

A partir da metodologia de Igbal, Khalid e Malik (1995) foi avaliada a
capacidade de emulsificacdo. O ensaio foi realizado em triplicata, adicionados 2 mL
de querosene e 2 mL de solugéao de biossurfactante na concentracdo 400 mg /L em
cada tubo de ensaio de fundo chato, agitados em vortex por 2 minutos. Os tubos
foram deixados em repouso durante 24 h, e o percentual da emulsificacdo foi

calculado conforme a Equacéo 1:

E24 = Camada emulsificada / Altura total x 100

O teste de tensado superficial foi medido em tensibmetro, no qual utiliza o
método do anel Du Nouy. Esse método consiste em observar a resisténcia do anel
ao romper a tenséo superficial do liquido, calculando a energia livre da superficie por
unidade de area (LIMA, 2013). Para o ensaio, foram utilizados 20 mL de solucéo de
biossurfactante em concentragdo de 400mg/L. E o tensibmetro calibrado

previamente com agua destilada (71 mN/m).

3.5 Testes de toxicidade na germinag&o de sementes de alface (Lactura sativa)

Para o teste de toxicidade foram utilizadas 10 sementes por placa,
distribuidas por uma folha de papel filtro tipo Watman. As sementes foram
umedecidas com 2 mL de solucdo de biossurfactante em diferentes concentragdes
(5, 10, 26 e 400 mg/L) e agua destilada foi usada como controle. O teste foi avaliado

apos 3 dias de incubagcdo na presenca indireta de luz. (ALVES et al., 2004).
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4 RESULTADOS

4.1 Atividade antifungica dos shampoos comerciais e do biossurfactante

lipopeptideo Tim 10 sobre as estirpes de malassezia em meio soélido

A partir do método de difusdo em agar foi possivel observar a atividade
antimicrobiana das 3 amostras de shampoos comerciais anticaspa observando o
halo de inibicdo de crescimento das cepas de Malassezia furfur apresentados na
Figura 2:

Figura 2- Atividade no controle do crescimente dos isolados clinicos de Malassezia
154DR8, 153DR5, PQBR17 e Procot96 pela difusdo das amostras de shampoos
comerciais

Fonte: Autor
Legenda: Cl-Controle 1l(agua destilada); C2- Controle 2(DMS0O10%); Al- Amostra 1 (Shampoo

Dercos anticaspa intensive 10%); A2- Amostra 2 (Shampoo Darrow anticaspa Doctor plus 10%); A3-

Amostra 3 (Shampoo Clear Women anticaspa 10%). As placas foram mantidas em 35° C por 48h.
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Tabela 3- Diametro médio do halo de inibicdo do crescimento de M.furfur 154DRS,
153DR5, PQBR17 e Procot96, pela difusdo das amostras de shampoos comerciais

Estirpes
Amostra 153DR5 154DR8 PQBR17 Procot96
C1 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm
Cc2 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm
Al 10mm 7 mm 5mm 5mm
A2 14mm 11mm 10 mm 0 mm
A3 20mm 17mm 17 mm 20 mm

Fonte: Autor

Figura 3- Teste de suscetibilidade da Malassezia aos biossurfactantes
produzidos pelo Bacillus Tim10

Fonte: Autor
Legenda: C1-Controle 1(4gua destilada); C2- Controle 2(DMS0O10%); Al- Amostra 1 (biossurfactante
400mg/L 10% em DMSO 10%); A2- Amostra 2 (biossurfactante 400mg/L em H20 Milli-Q; A3-
Amostra 3 (biossurfactante 400mg/L 10% em DMSO 10%). As placas foram mantidas em 35° C por
48h.
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A preparacdo de biossurfactantes produzidos pelo Bacillus Tim10 nas
condi¢cBes testadas ndo apresentou atividade de inibicdo do crescimento para o0s

isolados clinicos de Malassezia.

4.2 Ensaio de emulséo e Tensao superficial

A emulsificacdo do querosene ocorreu em ambas as testagens: com a
solucdo de biossurfactante 400mg/L ndo autoclavado e autoclavado. O ensaio
realizado com a solucdo ndo autoclavada garantiu 70% de emulsdo nas trés
réplicas, conforme a figura 4. O resultado da emulsificacdo do querosene e pelo
biossurfactante produzido pelo bacilo Tim 10 autoclavado apresentou indice médio
de 69,33% e pode ser visto na figura 5.

Figura 4- Emulsificagéo do querosene pelo biossurfactante ndo autoclavado e
controle.

Fonte: Autor

Figura 5- Emulsificacdo do querosene pelo biossurfactante autoclavado e controle.

Fonte: Autor
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Diante a adicdo de um surfactante em uma solucéo, a tensdo superficial &
reduzida e menor trabalho € necessario para trazer uma molécula a. Geralmente, a
presenca de um surfactante pode diminuir a tensdo superficial da agua de 72 para
35 mN/m (CHRISTOFI e IVSHINA,2002; DESAI E BANAT, 1997). A tenséo
superficial no ensaio apresentou 71,3 mN/m para a agua destilada e 28,9 mN/m para
0 biossurfactante Tim 10 na concentracdo de 400mg/L, causando uma reducéo de
40,5% da tensao.

4.3 Teste de toxicidade sob germinacao de sementes de alface (Lactura sativa)

As preparacfes de biossurfactante Tim 10 em diferentes concentragcdes ndo foram
toxicas as sementes de alface. A germinacao ocorreu até na concentracdo mais alta
de biossurfactante.
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5 DISCUSSAO

A superficie da pele humana funciona como uma barreira e sua integridade é
essencial para seu bom funcionamento e garantia de uma pele saudavel. Essa
funcdo pode ser afetada a partir do uso de cosméticos e, principalmente, de
ingredientes intensificadores de penetracdo que transportam os ativos para as
camadas mais internas (HEINRICH,2014). Por isso que os biosurfactantes possuem
grande potencial para integrar formulacdes cosmeéticas devido duas propriedades
fisioquimicas importantes para a manutengdo da saude da pele (VECINO, 2017).

A pele possui uma microbiota Unica e a sua manutencéo € uma condicao para
a homeostase. A desregulacdo da mesma pode levar a infeccdo de microrganismos
patogénicos e desencadear consequéncias graves. Sendo assim, a demanda por
novos agentes antimicrobianos aumenta significativamente devido a resisténcia dos
microrganismos patogénicos aos antimicrobianos ja existentes (ALl et al., 2022). O
ensaio de inibicdo do crescimento da levedura Malassezia furfur através da difusédo
do biossurfactante em meio sélido ndo apresentou resultados positivos, todavia, sdo
necessarios estudos futuros com diferentes concentracdes do biossurfactante bem
como das condi¢des fisico/quimicas do teste. Uma vez que, resultados da
capacidade antifungica do mesmo biossurfactante ja foi o relatado no trabalho de
Silva (2021), no qual foi obtido a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM 50) de 14,14
pg/mL em meio liquido.

O biossurfactante produzido pelo Bacillus sp. Timl1l0 apresenta o6timo
desempenho como redutor de tensdo superficial, sendo capaz de reduzir cerca de
40% do indice em baixas concentracbes. E essa efetividade é uma das
caracteristicas que os biossurfactantes tém, e que comumente se sobrepdem aos
surfactantes convencionais, uma vez que 0s mesmos tem melhores indices de
reducdo da tensdo superficial em concentragbes mais baixas. (NITSCHKE e
PASTORE, 2002).

O poder emulsificante dos surfactantes bioldgicos vem sendo relatada com a
capacidade de fornecer componentes funcionais e antioxidantes aos cosmeéticos
(BEZERRA et al., 2018). Diante disso, os testes de emulsdo do biosurfactante
produzido no experimento alcangou taxas entre 69 e 70%, apresentando
estabilidade mesmo apos a submissédo de altas temperaturas e pressao, indices

importantes para seu uso na inddstria, visto que 0s processos industriais
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frequentemente envolvem a exposicdo a extremos de temperatura, pressao, pH e
forca idnica, portanto, ha uma necessidade continua de isolar novos produtos
derivados de microbios capazes de funcionar sob essas condi¢cbes (NITSCHKE e
COSTA, 2007).

Os surfactantes sintéticos sdo compostos com alta demanda industrial, e
diante da alarmante crise ambiental, tanto por parte dos consumidores quanto pelas
legislacbes de controle do meio ambiente, ha uma tendéncia a utilizacdo de
ingredientes menos danosos (ARAUJO et al., 2013). Em vista disso, alguns atributos
qgue os biosurfactantes possuem vao além do poder tensoativo e emulsificante. A
biodegradabilidade, baixa toxicidade e aceitabilidade ecologica sdo caracteristicas
essenciais que tornam os biossurfactantes ideais para aplicacdo em shampoos
(LOURITH e KANLAYAVATTANAKUL, 2009).

A partir do teste de toxicidade em sementes de alface € possivel afirmar que
nao houve prejuizo, posto que ocorreu a germinacdo das sementes submetidas a
solucbes com diferentes concentracdes de biossurfactante, mesmo na concentragcéo
mais alta de 400 mg/L. Muitos biossurfactantes sdo estudados como ativos
promotores de crescimento vegetal, sendo considerados até como substitutos
potenciais para os pesticidas e inseticidas quimicos agressivos que estdo sendo
atualmente utilizado na agricultura. A adicdo de biossurfactante é conhecido por
fornecer condi¢des favoraveis para o crescimento microbiano, e por consequéncia,
melhoramento da qualidade do solo (SACHDEV e CAMEOTRA, 2013). Ademais, 0s
microorganismos utilizam mais facilmente os biossurfactantes como substrato para
obtencdo de energia do que os surfactantes sintéticos, o que evita 0 acimulo em
larga escala de substancias que levam a eutrofizacdo das aguas (FELIPE e DIAS,
2016).

Desse modo, a biocompatibilidade e a biodegradabilidade séo requisitos tao
importantes quanto a desempenho funcional dos produtos, aumentando a
necessidade aplicar tensoativos eficientes que néo oferecam riscos para a saude
humana ou para o ambiente (VARVARESOU e IAKOVOU, 2015). Portanto, a
manutencao da saude cutadnea é uma pré-condicdo para a saude humana e deve se
encaixar dentro dos desafios de evitar a contaminagdo do ambiente com produtos
toxicos (ADU, 2020). O que leva o biossurfactante produzido pelo bacillo spp. Tim 10

ser um ativo promissor em formulagdes de shampoo.
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6 CONCLUSAO

Os biossurfactantes produzidos pelo Bacillus Tim10 possuem caracteristicas
tensoativas apresentam-se como importantes tensoativos capazes de manter sua
caracteristica emulsificante apés submisséo de pressao e calor, além da capacidade
de reducgéo da tensao superficial e ndo apresentaram toxicidade na germinacdo de
sementes de alface (Lactura sativa). Ademais, ndo apresentou atividade de inibicao
no controle do crescimento dos isolados clinicos de Malassezia por meio do método
utilizado no ensaio. Dessa forma, se fazem necesséarios novos estudos envolvendo
novos métodos de atividade antifingica e considerando as caracteristicas

fisico/quimicas dos biossurfactantes,
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