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Abstract

Sulfate-reducing bacteria (SRB) are considered the main group of microorganisms involved in
biocorrosion processes in the oil industry. Strategies for control of its growth mainly involve
the use of biocides. Microbial surfactants or biosurfactants are alternatives to currently used
biocides because they have high biodegradability, low toxicity and are produced from
renewable substrates. In this study, eight strains of Bacillus sp. were evaluated for the
production of biosurfactants with antimicrobial activity against SRB Desulfovibrio alaskensis.
The extracts containing the biosurfactants in concentration of 8 times the critical micelle
concentration were evaluated by the diffusion method in solid medium. The extracts of
biosurfactants obtained from B. subtilis TR12, B. subtilis TR22, B. subtilis TR35Il and B.
subtilis TR47I1, isolated of oceanic island Trinidad, showed antimicrobial activity against D.
alaskensis. The greatest antimicrobial effect was obtained with the extract of B. subtilis
TRA47I11, which had an average halo of inhibition of 21.6 mm. TR22, TR12 and TR 35II had
average halos of inhibition 18.6 mm, 16.2 mm and 10.3 mm respectively.

Keywords: biosurfactant, Bacillus subtilis, antimicrobial action, sulfate-reducing bacteria, oil
industry.

Resumo

Bactérias redutoras de sulfato (BRS) sdo consideradas o principal grupo de micro-organismos
envolvidos em processos de biocorrosdo na industria de petréleo. Estratégias para o controle
do seu crescimento envolvem principalmente o uso de agentes biocidas. Surfactantes
microbianos ou biossurfactantes, por apresentarem alta biodegradabilidade, baixa toxicidade e
producéo a partir de substratos renovaveis, podem ser uma alternativa aos biocidas atualmente
utilizados. Neste trabalho, oito isolados de Bacillus sp. foram avaliados quanto a producéo de
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biossurfactantes com acéo antimicrobiana contra a BRS Desulfovibrio alaskensis. Os extratos
contendo os biossurfactantes em concentracdo de 8 vezes a concentracdo micelar critica foram
avaliados pelo método de difusdo em meio solido. Os extratos de biossurfactantes obtidos de
B. subtilis TR12, B. subtilis TR22, B. subtilis TR35Il e B. subtilis TR47Il, isolados da ilha
ocednica da Trindade, mostraram acdo antimicrobiana contra D. alaskensis. O maior efeito
antimicrobiano foi obtido com o extrato de B. subtilis TR471l, o qual apresentou um halo
médio de inibicdo de 21,6 mm. TR22, TR12 e TR 35I1 apresentaram halos médios de inibi¢do
de 18,6 mm, 16,2 mm e 10,3 mm respectivamente.

Palavras-chave: biossurfactante, Bacillus subtilis, acdo antimicrobiana, bactéria redutora de
sulfato, industria de petroleo.

Introducao

Biossurfactantes sdo moléculas anfifilicas, produzidas por uma variedade de micro-
organismos e compreendem diferentes estruturas como lipopeptideos, glicolipideos,
lipopolissacarideos e lipoproteinas (1). Em razdo de suas propriedades tensoativas, 0S
biossurfactantes tém sido usados em diversas aplicagdes industriais e ambientais (2).

Bactérias do género Bacillus sdo reconhecidas por produzirem potentes
biossurfactantes com ampla acdo antimicrobiana (3), incluindo contra BRS (4), as quais sao
consideradas o principal grupo de micro-organismos envolvidos em processos de biocorrosao
na inddstria de petroleo (5). As BRS formam um grupo de bactérias anaerdbias que utilizam
sulfato como aceptor final de elétrons na respiracdo, cuja atividade resulta na producdo de
sulfeto de hidrogénio (H,S). Esse processo bioldgico de producéo de H,S em reservatorios de
petréleo é conhecido na industria como souring biogénico (6). A producdo de H,S no
reservatorio diminui a qualidade do petrdleo extraido, aumenta a corrosao dos equipamentos e
tanques, pode resultar em entupimento dos reservatérios decorrente da precipitacdo de sulfeto
de ferro e, como consequéncia, aumenta 0s custos de producdo do petréleo (7). Além disso, 0
H,S € toxico e apresenta forte odor, o que diminui a qualidade do ar e pde em risco a salude
dos operadores (8).

Estratégias para controlar o crescimento de BRS na industria de petréleo incluem
principalmente o uso de biocidas, destacando-se o sulfato de tetrakis hidroximetil fosfénio
(THPS). No entanto, o uso prolongado do mesmo biocida tem propiciado o surgimento de
cepas resistentes, 0 que aumenta 0s custos e riscos ambientais associados a aplicacdo desse
composto em alta dosagem (9). A necessidade de apresentar caracteristicas tais como baixo
custo, atendimento a normas ambientais, eficiéncia em amplo espectro e ser seguro para 0S
operadores, limita o uso de biocidas para o controle de BRS na industria de petroleo (9). Os
biossurfactantes, por apresentarem baixa toxicidade (10), alta biodegradabilidade (11) e
possibilidade de producéo a partir de substratos renovaveis (12), podem ser uma alternativa
aos biocidas atualmente utilizados, se produzidos em larga escala. Neste trabalho, nosso
objetivo foi investigar a acdo antimicrobiana de biossurfactantes produzidos por isolados de
Bacillus sp. contra a BRS Desulfovibrio alaskensis.
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Metodologia

Micro-organismos e condigdes de cultivo

As bacteérias produtoras de biossurfactantes utilizadas neste estudo pertecem a colegédo
de culturas do Laboratério de Biotecnologia e Biodiversidade para o Meio Ambiente,
Universidade Federal de Vigosa, Vigosa-MG (Tabela 1). As culturas de trabalho foram
mantidas em meio agar triptona de soja (TSA-Difco) a 4 °C.

Desulfovibrio alaskensis, isolada de reservatério de petroleo com historico de souring
(14), foi utilizada como micro-organismo teste nos ensaios de inibi¢do. Essa BRS foi mantida
a 30 °C em meio anaerdbio Postgate C (15) modificado.

Producéo dos biossurfactantes

Os isolados foram reativados em TSA e transferidos para 3,0 mL de meio TSB
(Difco), seguindo-se incubacdo a 30 °C em shaker orbital (New Brunswick Scientific), sob
agitacdo constante de 200 rpm por 24 h. Duas transferéncias consecutivas (1 % v/v) foram
realizadas para frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo 30 mL de meio mineral (MM) (g/L):
KoHPO, (13,9), KH2PO4 (2,7), NH4CI (1,0), extrato de levedura (0,05), NH;NO3 (1,0); pH
7,0. O meio foi suplementado ap6s autoclavagem (121 °C, 20 minutos) com solucdo de
glicose (20 g/L) e de micronutrientes (50 mL/L) (g/L): EDTA (0,5), MgS0O,4.7H,0 (3,0),
MnS0O4.H,O (0,5), NaCl (1,0), CaCl,.2H,0 (0,1), CoCl,.6H,0O (0,1), ZnS0O,4.7H,0 (0,1),
FeSO,.7H,O (0,1), CuSO45H,0 (0,01), Na;M00,.2H,O (0,01), Na,O,Se (0,01),
Na,W0,.2H,0 (0,01), NiCl,.6H,0 (0,02). As culturas foram incubadas a 30 °C e 200 rpm
por 24 h. O indculo foi preparado por centrifugacdo da cultura a 10.000 g por 10 minutos e as
células foram lavadas em solucdo de NaCl (8,5 g/L). Frascos Erlenmeyer de 1,0 L contendo
500 mL do MM foram inoculados com um volume de indculo suficiente para se obter uma
densidade dptica a 600 nm correspondente a 0,05. As fontes de carbono e nitrogénio do MM
para producdo dos biossurfactantes foram ajustadas para cada isolado, conforme resultados
prévios (Tabela 2). As culturas foram incubadas a 30 °C sob agitacdo constante de 200 rpm,
por 5 dias.

Obtencao dos extratos brutos de biossurfactantes

Os biossurfactantes produzidos foram isolados segundo método descrito por Vater et
al. (16) com modificac6es. Brevemente, as células foram removidas por centrifugagdo (10.000
g, 15 minutos, 4 °C), seguindo-se a precipitacdo dos biossurfactantes pelo ajuste do pH para
2,0, utilizando-se HCI 6 mol/L. Apos incubacdo a 4 °C overnight, os biossurfactantes
precipitados foram recuperados por centrifugagdo (10.000 g, 20 minutos, 4 °C) e dissolvidos
em agua destilada, ajustando-se o pH da solugéo para 7,0.

A diluicdo micelar critica foi determinada pela medida da tensdo superficial das
diluicbes do extrato bruto de cada biossurfactante pelo método do anel de du Nouy (17),
utilizando-se o tensibmetro Dataphysics modelo DCAT 11EC.

Avaliagéo da atividade antimicrobiana dos biossurfactantes

A atividade antimicrobiana dos extratos brutos dos biossurfactantes foi avaliada pelo
método de difusdo em pogo no meio sélido. Aliquota da cultura de D. alaskensis crescida por
24 h em meio anaerdbio Postgate C modificado (contendo aproximadamente 10° UFC/mL)
foi misturada, em camara de anaerobiose (Anaerobic System Thermo Forma 1025), a 25 mL
de meio sélido Postgate C fundido. A mistura foi vertida em placas de Petri (90 mm x 15
mm). Apds solidificacdo, pocos de 5 mm de didmetro foram furados na superficie do meio e
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20 pL da solucéo-estoque de cada biossurfactante (8 vezes a concentragdo micelar critica-
CMC) foram aplicados nos pocos. As placas foram incubadas em camara de anaerobiose a 30
°C por 6 dias. Os didmetros das zonas claras ao redor dos pocos foram medidos com auxilio
de uma régua. O experimento foi desenvolvido no delineamento em blocos casualizados com
3 blocos e 4 repeticOes para cada extrato de biossurfactante. Os dados foram analisados por
meio da analise de variancia. As médias dos halos de inibicdo foram comparadas utilizando-se
0 teste de Tukey, adotando-se o nivel de 1 % de probabilidade.

Resultados e discussao

Os extratos brutos de biossurfactantes obtidos dos isolados B. subtilis TR12, B. subtilis
TR22, B. subtilis TR351I e B. subtilis TR4711 apresentaram atividade antimicrobiana contra
D. alaskensis, quando aplicados em concentracdo de 8 vezes a CMC. No entanto, ndo foi
observado efeito antimicrobiano dos biossurfactantes produzidos por Bacillus sp. TR14,
Bacillus sp. TR14mut., B. subtilis TR271I e B. subtilis R14967.

O extrato bruto do biossurfactante obtido de B. subtilis TR471l apresentou o maior
efeito antimicrobiano contra D. alaskensis, com um halo médio de inibicdo de 21,6 mm (Fig.
1, Tabela 3). TR22 e TR12 apresentam halos meédios de 18,6 mm e 16,2 mm,
respectivamente, e TR3511 mostrou-se 0 menos eficiente (10,3 mm) dentre os extratos que
apresentaram atividade antimicrobiana (Fig. 1). Pelo teste de Tukey, houve diferenca entre 0s
valores médios de diametro do halo de inibicdo entre esses biossurfactantes (Tabela 3).

Biossurfactantes sdo moléculas amplamente estudadas, dentre outras caracteristicas,
por suas propriedades antimicrobianas (18,19). Os biossurfactantes produzidos por Bacillus
sp. destacam-se como um dos mais potentes antibacterianos, sendo efetivos até mesmo contra
patdgenos multirresistentes (20, 21). Eles constituem diferentes lipopeptideos, classificados
principalmente na familia das iturinas, fengicinas e surfactinas, os quais diferem no tipo e
comprimento da cadeia de acido graxo B-hidroxi e nos aminoécidos da porcao peptidica (22).
Vérios lipopeptideos podem ser produzidos por uma mesma bactéria. Como exemplo, Sun et
al. (23) relataram a co-producao de fengicinas e surfactinas por B. amyloliquefaciens ES-2. B.
subtilis THY-7 produz uma mistura de lipopeptideos constituida por iturina, fengicina e
surfactina (24).

Este estudo relata, pela primeira vez, o efeito antimicrobiano de biossurfactantes
obtidos de B. subtilis isolados da ilha oceénica brasileira da Trindade. A diferenga na
eficiéncia de inibicdo relatada para os isolados TR12, TR22, TR35ll e TR471l contra D.
alaskensis provavelmente esta relacionada a diferencas na composicdo quimica dos
biossurfactantes produzidos por esses isolados. Estudos tém demonstrado que o comprimento
e a composicdo dos acidos graxos da cadeia carbbnica dos lipopeptideos, bem como a
composicdo de aminoacidos na porcdo peptidica, podem resultar em acdo antimicrobiana
variavel (25, 26). Além disso, a composicdo do meio de producdo variou na fonte de carbono
e nitrogénio fornecida para os isolados, o que pode ter influenciado na composi¢do das
moléculas produzidas (25).

Conclusfes

Neste estudo, nos descrevemos a atividade antimicrobiana contra Desulfovibrio
alaskensis de biossurfactantes produzidos por isolados da ilha oceanica da Trindade. O extrato
bruto do biossurfactante obtido de B. subtilis TR4711 foi o mais efetivo em inibir o
crescimento de D. alaskensis. Analises da composicdo quimica desse biossurfactante podem
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ajudar a esclarecer o mecanismo de acgdo contra D. alaskensis. Os resultados obtidos neste
estudo estimulam pesquisas futuras para avaliar a eficiéncia do biossurfactante TR4711 contra
biofilmes e a biocorrosdo causados por D. alaskensis, potencializando sua aplicacdo na
industria de petroleo.

Tabela 1 - Isolados produtores de biossurfactantes

Codigo Identificacio Local de isolamento Referéncia
TR12 Bacillus subtilis Ilha da Trindade Da Silva et al., 2015
TR14 Bacillus sp. Ilha da Trindade Da Silva et al., 2015

“TR14mut Bacillus sp. Ilha da Trindade Este estudo
TR22 Bacillus subtilis Ilha da Trindade Da Silva et al., 2015

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

TR35I1 Bacillus subtilis Ilha da Trindade Da Silva et al., 2015

TRA4TII Bacillus subtilis Ilha da Trindade Da Silva et al., 2015

R14967 Bacillus subtilis Agua de produgzo Rio Este estudo

Italinas-ES

“TR14mut.: mutante do isolado TR14 obtido por irradiagdo com luz ultravioleta e que apresenta maior
producédo de biossurfactante comparada ao selvagem (dados néo apresentados).

Tabela 2 - Fontes de carbono e nitrogénio do meio mineral (MM) para
producéo de biossurfactante pelos respectivos isolados

Fonte de carbono Fonte de nitrogénio

Cédigo do isolado

(20 g/L) (0,35 ¢g/L de N)

TR12 Sacarose (NH,4),S0O4

TR14 Sacarose (NH,),SO4

TR14mut Sacarose (NH,4),S0O4
TR22 Sacarose NH;NO;
TR2711 Glicose NH4NO;

TR35l1 Glicose (NH,),S0,

TR471I Sacarose (NH,4),S04
R14967 Glicose NH4NO;
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Tabela 3 - Valores médios do didmetro do halo de inibi¢do para os
respectivos extratos brutos dos biossurfactantes obtidos de Bacillus
subtilis T4711, B. subtilis TR22, B. subtilis TR12 e B. subtilis TR35l1
contra Desulfovibrio alaskensis

Biossurfactante Didmetro do halo de inibigdo (mm)
TRA47II 21,62 +2,96 a
TR22 18,58 +1,88 b
TR12 16,16 £1,71c
TR3511 10,29 £1,37 d

Os halos de inibicdo (mm) representam a média + desvio padrdo de 3
repeticdes do experimento. As médias seguidas de pelo menos uma mesma
letra na coluna ndo diferem entre si ao nivel de 1 % de probabilidade pelo
teste de Tukey.

Figura 1 - Atividade antimicrobiana dos biossurfactantes
produzidos por Bacillus subtilis TR4711 (a), B. subtillis TR22
(b), B. subtilis TR12 (c) e B. subtilis TR35Il (d) contra a
bactéria redutora de sulfato Desulfovibrio alaskensis (10°
UFC/mL) cultivada em meio Postgate C modificado. Aliquota
de 20 pL dos extratos brutos dos biossurfactantes (8 vezes a
concentragdo micelar critica) foi aplicada em pocos de 5 mm
de didmetro e as placas foram incubadas a 30 °C por 6 dias em
camara de anaerobiose.
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