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RESUMO

Surfactantes sdo moléculas amplamente utilizadas em diversos segmentos da
industria em virtude de suas propriedades quimicas. Nos ultimos anos, existe uma
tendencia de substituicio de moléculas surfactantes de origem petroquimica por
moléculas biossurfactantes de origem microbiana impulsionada inovagado em solugbes
sustentaveis. Neste contexto, o presente estudo realizou bioprospeccao de
microrganismos endofiticos, com o objetivo de identificar microrganismos promissores
na producao de biossurfactantes. A partir dos fragmentos das folhas observamos o
crescimento de uma rica diversidade microbiolégica, resultando em um total de 32%
de fungos filamentosos e 68% bactérias e/ou leveduras. A triagem qualitativa para
producao de biossurfactantes anidnicos foi realizada em meio de agar CTAB. Do total
de microrganismos que se desenvolveram, 30% deles foram testados para observar
a producao de biossurfactantes anibnicos. Apenas 15% dos microrganismos
cresceram e apresentaram halos azul-escuros, indicando producdo de
biossurfactantes. A triagem de microrganismos para identificar a producdo de
biossurfactantes aniénico fornece uma abordagem rapida e eficiente para triagem
inicial visando selecionar os microrganismos promissores. Os resultados evidenciam
a diversidade microbiana em areas preservadas e o potencial biotecnoldgico desses
microrganismos, reforcando a importancia da bioprospecgao para o desenvolvimento
de solucdes sustentaveis e inovadoras.
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ABSTRACT

Surfactants are molecules widely used across various industrial sectors due to their
chemical properties. In recent years, there has been a trend toward replacing
surfactant molecules of petrochemical origin with biosurfactant molecules of microbial
origin, driven by innovation in sustainable solutions. In this context, the present study
conducted bioprospecting of endophytic microorganisms with the aim of identifying
promising microorganisms for biosurfactant production. From the leaf fragments, we
observed the growth of a rich microbiological diversity, resulting in a total of 32%
filamentous fungi and 68% bacteria and/or yeasts. The qualitative screening for the
production of anionic biosurfactants was carried out in CTAB agar medium. Of the total
microorganisms that developed, 30% were tested to observe the production of anionic
biosurfactants. Only 15% of the microorganisms grew and exhibited dark blue halos,
indicating biosurfactant production. The screening of microorganisms to identify
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anionic biosurfactant production provides a fast and efficient approach for preliminar
screening aimed at selecting promising microorganisms. The results highlight the
microbial diversity in preserved areas and the biotechnological potential of these
microorganisms, reinforcing the importance of bioprospecting for the development of
sustainable and innovative solutions.

Keywords: microbial bioprospecting, endofphytic. biossurfactant
1 INTRODUGAO

Os surfactantes sdo moléculas tensoativas com propriedades quimicas que
apresentam uma porc¢ao hidrofilica e outra hidrofébica, sendo assim capazes de se
organizar entre dois liquidos ou um liquido e um soélido. Por apresentar estas
caracteristicas sdo amplamente utilizados em diferentes segmentos da industria como
em produtos de higiene pessoal e cosméticos, produtos de limpeza, produtos
farmacéuticos (cremes, xaropes, colirios e capsulas moles), industria quimica (sintese
de nanoparticulas, formulagcao de emulsdes etc.), industria téxtil, industria agricola e
em processos de pesquisa biotecnolégico (BEJERK et al, 2021).

Nos ultimos anos, existe uma tendéncia de substituicaio de moléculas
surfactantes de origem petroquimica (recurso nao renovavel) por moléculas
biossurfactantes de origem microbiana (recurso renovavel) impulsionada por
preocupagdes ambientais, toxicolégicas e inovagdo em solugdes sustentaveis
biodegradaveis (POTT; VON JOHANNIDES, 2022).

Uma das estratégias para se obter moléculas biossurfactantes consiste na
bioprospecgao. Um processo de busca sistematica por organismos, microrganismos,
genes, compostos e outros recursos bioldgicos para o desenvolvimento de produtos
explorando a biodiversidade em busca de inovacdo o que reflete em beneficios
econdmicos, ambientais e sociais (TRINDADE, 2022).

Neste contexto, a bioprospec¢cdo microbiana, utilizando tanto tecnologias
tradicionais quanto avancadas, tém sido desenvolvidas e empregadas com o objetivo
de aumentar o conhecimento da diversidade microbioldgica e os processos funcionais
em ecossistemas microbianos. Além disso, esta abordagem permite a identificagao de
novas substancias quimicas com potencial para aplicagdes de novos produtos
biotecnoldgicos ou como alternativa mais sustentavel aos compostos ja existentes
(TRINDADE, 2022; SRIVASTAVA et al., 2022). Com base nesta perspectiva, este
trabalho realizou bioprospecgao de microrganismos endofiticos presentes nas folhas
da fauna da area de preservacado permanente da Escola SENAI “Dr. Celso Charuri”
Bom Retiro — Biotecnologia CFP 1.10, em Sao Paulo. O trabalho também avaliou de
forma qualitativa o potencial de producédo de substancias biossurfactantes aniénicas
destes microrganismos isolados visando futuras aplicacdes biotecnoldgicas.

2 METODOLOGIA

Foi utilizado folhas senescentes coletadas manualmente no solo no periodo de
novembro de 2024. A coleta foi realizada na area de preservacdo permanente da
Escola SENAI “Dr. Celso Charuri” Bom Retiro — Biotecnologia CFP 1.10 (-23.518747,-
46.648665), respeitando as normas de protecdo ambiental estabelecidas pela Lei
Federal n® 9.605, de 12 de fevereiro de 1998, que dispde sobre as sancdes penais e
administrativas derivadas de condutas lesivas ao meio ambiente. Nao havendo danos
a vegetacgao viva nem intervengdo em areas de preservagado permanente.
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As folhas coletadas foram lavadas cuidadosamente com agua corrente e
detergente neutro, com o objetivo de remover sujidades e impurezas da superficie.
Apos a limpeza, os tecidos vegetais foram seccionados em fragmentos de
aproximadamente 6 x 6 mm e submetidos a um protocolo de desinfeccdo com imersao
sequencial em solugéo de hipoclorito de sddio a 1%, etanol 70% e posterior lavagem
com agua destilada para remogao dos residuos dos agentes quimicos. Em seguida,
quatro fragmentos foram inoculados em placas de Petri contendo agar nutriente. As
placas de Petri foram incubadas em estufa bacteriolégica a 27 °C por um periodo de
7 dias para proporcionar crescimento dos microrganismos endofiticos (DING et al.,
2019).

Ap0s periodo de incubagao as placas foram avaliadas macroscopicamente e foi
quantificado o numero de microrganismo que se desenvolveram a partir dos tecidos
vegetais. Os microrganismos foram classificados em bactérias e/ou levedura e fungos
filamentosos. A producéo de substancias biossurfactantes anionicas foi realizada de
acordo com DA SILVA et. al (2021) pelo método do agar de brometo de
cetiltrimetilaménio (CTAB), também conhecido como agar azul. Consiste em uma
avaliacao qualitativa onde é possivel observar a presenca de biossurfactantes
anidénicos por meio do aparecimento de halos azul-escuros ao redor dos
microrganismos ou 0 microrganismo se torna azulado durante seu crescimento.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Diversidade dos microrganismos endofiticos a partir do fragmento
vegetal

Foi identificado um total de 100 microrganismos que se desenvolveram nas
condicbes de cultivo a partir das folhas submetidas ao processo de limpeza e
desinfeccdo. Considerando as caracteristicas macroscopicas dos microrganismos
como fungos filamentosos (textura, relevo, cor e borda) e bactérias e/ou leveduras
(forma, elevagcdo, borda, superficie, transparéncia, brilho, pigmentagcdo e
consisténcia). Apds observagdo macroscopica os microrganismos foram classificados
totalizando 32 fungos filamentosos e 68 bactérias e/ou leveduras (Figura 1).

3.2 Triagem dos microrganismos produtores de biossurfactantes anionicos

Os microrganismos endofiticos desenvolvidos a partir do fragmento vegetal
foram isolados e inoculados em placas de Petri bipartidas contendo agar nutriente e
agar de CTAB. A producao dos biossurfactantes aniénicos foi realizado de modo
qualitativo através da observacao do aparecimento de halos azul-escuros ao redor
dos microrganismos ou quando o microrganismo se tornou azulado durante seu
crescimento de acordo com DA SILVA et. al. (2021).

Foi isolado 100 microrganismos, 30% foram testados para determinar a
producao de biossurfactantes anidnicos, apenas 15% se desenvolveram enquanto os
restantes nao apresentaram crescimento no agar de CTAB, provavelmente em virtude
da falta de recurso nutricional, uma vez que agar de CTAB apresenta apenas glicose
como fonte de carbono no aporte nutricional. Desta forma, podemos considerar a falta
de crescimento como uma limitagdo da metodologia, contudo o dado qualitativo de
crescimento no agar de CTAB bem como a producéo de biossurfactantes aniénico
fornece uma abordagem rapida e eficiente para triagem inicial visando selecionar os

microrganismos promissores.



IDENTIFICAGAO MACROSCOPICA
DOS MICRORGANISMO
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Figura 1: Diversidade microbiana endofitica presente nas folhas da fauna area de preservagéo
ambiental da Escola Senai Bom Retiro — Biotecnologia CFP 1.10. (A) Representagdo amostral da
diversidade de microrganismos que se desenvolveram na condigdo de cultivo a partir do inéculo das
folhas senescentes da fauna local em agar nutriente. (B) Nimero de isolados de bactérias e/ou
leveduras e fungos filamentosos obtidos na condi¢éo de cultivo.

Figura 2: Produgao de biossurfactante anidnico dos microrganismos endofiticos utilizando o método
do agar de CTAB. Os microrganismos foram isolados e inoculados em placasde Petri bipartida
contendo agar nutriente (amarelado) e dgar de CTAB (azulado). A deteccéo qualitativa é facilmente
observada pela observagéo de halos azul-escuros ao redor dos microrganismos ou 0 microrganismo
se torna azulado durante seu crescimento. (A) Representacado amostral da producéao de biossurfactante
aniénico em fungo filamentoso. (B) Representacdo amostral da producao de biossurfactante aniénico
em bactéria e/ou levedura.



4 CONCLUSAO

A bioprospecg¢ao de microrganismos endofiticos realizada a partir de folhas
senescentes coletadas das arvores da fauna da area de preservagao permanente da
Escola SENAI “Dr. Celso Charuri” Bom Retiro — Biotecnologia CFP 1.10 revelou uma
diversidade microbiana composta por fungos filamentosos e bactérias e/ou leveduras.
A triagem qualitativa para produgao de biossurfactantes aniénicos utilizando agar de
CTAB permitiu identificar microrganismos com potencial biotecnolégico.

Os resultados obtidos reforcam a importancia da biodiversidade microbiana
como fonte de compostos de interesse industrial e ambiental, além de evidenciar o
potencial de areas preservadas como reservatorios de microrganismos com
aplicagdes sustentaveis em biotecnologia.
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