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ALMEIDA, Mayara de Alencar. Produgdao de ramnolipideos por biofilme de
Pseudomonas aeruginosa. 2018. 126 f. Dissertagao (Mestrado em Biotecnologia) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2018.

RESUMO

O baixo numero de processos industriais para obtencdo de ramnolipideos, em
consequéncia dos altos custos de producgdo, tem incentivado, cada vez mais, o
desenvolvimento de novos processos de producdo. Dentre as diversas estratégias
aplicadas tem-se os cultivos por biofiime de Pseudomonas aeruginosa. Deste modo,
o presente trabalho teve como objetivo estabelecer uma plataforma de produgéo de
ramnolipideos por biofime de Pseudomonas aeruginosa, utilizando diferentes
suportes solidos. Definido o modelo, este foi comparado com cultivo submerso
classico quanto a cinética de produgao do biossurfactante e analise de expressao
génica de rhlA por ensaio de atividade de [ — galactosidase. Os resultados
revelaram que a estratégia de fermentagdo submersa estatica de leito raso em
Erlenmeyer de fundo abaulado mostrou-se como o modelo ideal para producéo de
ramnolipideos por biofilme de Pseudomonas aeruginosa, superando a fermentagao
submersa classica em 1,35 vezes em 9 dias de cultivo. Os resultados da analise do
perfil de expressao de rhlA, por sua vez, revelaram que esta plataforma de producéao
tem a capacidade de aumentar significativamente a expressdo do gene rhlA e
consequentemente a produgdo de ramnolipideos. Os resultados obtidos com o
presente trabalho sugerem que, a produgdo de ramnolipideos por biofilme, € uma
tecnologia fermentativa com grande potencial para viabilizar a produgéo
biotecnoldgica de surfactantes.

Palavras-Chave: Ramnolipideos. Biofilme. B — galactosidase. Pseudomonas
aeruginosa.



ALMEIDA, Mayara de Alencar. Rhamnolipids production by Pseudomonas
aeruginosa biofilm. 2018. 126 pp. Dissertation (Master's on Biotechnology) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2018.

ABSTRACT

The low number of industrial production of rhamnolipids, as consequence of the high
production costs, has encouraged the development of feasible production processes.
Among of several strategies applied to this aim are the biofilm cultures of
Pseudomonas aeruginosa. Consequently, the present work aimed to establish a
rhamnolipids production platform by biofiim of Pseudomonas aeruginosa, using
different solid supports. The chosen model was compared to classical submerged
cultivation through the kinetics of biosurfactant production and the analysis of rhlA
gene expression by [ - galactosidase activity assay. The results suggest that the
strategy of shallow-bed static-submerged fermentation in convex-bottom Erlenmeyer
flasks was the best model for the production of rhamnolipids by Pseudomonas
aeruginosa biofilm, surpassing the rhamnolipid yield reached in classical submerged
fermentation by 1,35 fold in 9 days of cultivation. The results of rhlA expression
profile, revealed that this production platform has the ability to significantly increase
rhamnolipids production through rhlA gene expression. The results of the present
work suggest that this fermentative technology, biofilm production of rhamnolipids,
presents a great potential to make feasible the biotechnological production of
surfactants.

Key-words: Rhamnolipids. Biofilm. p — galactosidase. Pseudomonas aeruginosa.
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1 INTRODUGAO

Surfactantes sdo moléculas anfipaticas capazes de reduzir a tensdo
superficial das interfaces 6leo/agua ou ar/agua (LOVAGLIO et al., 2015). Devido aos
efeitos ambientais toxicos dos surfactantes de origem quimica, ha um crescente
interesse pela substituicdo destes por congéneres de origem biolégica (CAMILIOS-
NETO, et al., 2011; RANDHAWA; RAHMAN, 2014).

Os ramnolipideos produzidos por Pseudomonas aeruginosa sao uma das
mais importantes classes de surfactantes microbianos. Estes compostos apresentam
diversas aplicagbes em uma ampla gama de segmentos industriais e
biotecnolégicos, com destaque para processos envolvendo biorremediacédo (ABDEL-
MAWGOUD et al., 2011, HORI et al., 2011; RANDHAWA; RAHMAN, 2014).

Ramnolipideos sao glicolipideos que podem ser produzidos em altas
concentragbes e com excelentes propriedades tensoativas (ABDEL-MAWGOUD et
al., 2011; CAMILIOS-NETO et al., 2011; LEE et al., 2004) a partir de fontes de baixo
custo, tais como carboidratos, 6leos vegetais, Oleos residuais, hidrocarbonetos, e
efluentes de industrias de alimentos e residuos agroindustriais (MAKKAR;
CAMEOTRA, 2002; RIKALOVIC et al., 2012).

Apesar das inumeras aplicagbes e vantagens da utilizagdo dos
ramnolipideos, a produgao destes compostos em uma escala
industrial/comercializavel ainda é limitada devido ao alto custo de produg¢ao (ABDEL-
MAWGOUD et al.,2011; LOVAGLIO et al., 2015). Deste modo, tem-se buscado,
cada vez mais, o desenvolvimento de processos que reduzam esses custos
(ABDEL-MAWGOUD et al.,2011; MANEERAT, 2005; RIKALOVIC et al., 2012).
Dentre as diversas estratégias aplicadas para obtengdo de processos viaveis de
producdo de biossurfactantes tem-se os cultivos por biofiime de Pseudomonas
aeruginosa (WIGNESWARAN et al., 2016), uma estratégia ainda muito pouco
explorada. Esta estratégia tecnoldgica mostra-se como potencial viabilizadora da
producdo de ramnolipideos pelo fato de evitar a formacdo de espuma durante o
processo fermentativo, problema recorrente nos cultivos submersos, além de permitir
0 uso de subprodutos ou rejeitos agroindustriais de baixissimo custo como suporte
s6lido para o desenvolvimento do biofilme.

As razdes fisiologicas e moleculares que justificam a utilizagcdo desta

plataforma para a produgdo de ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa
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baseiam-se nas seguintes colocagdes: (1) a produgao de ramnolipideos por biofiime
apresenta maiores taxas de produgcdo comparada ao cultivo submerso classico; (2) a
producdo de ramnolipideos e o desenvolvimento de biofilme sdo regulados pelo
quorum-sensing; e (3) o desenvolvimento de biofilmes maduros € dependente dos
ramnolipideos.

O quorum-sensing (QS) é o principal sistema de comunicagdo quimica
bacteriana utilizado para controlar coletivamente o comportamento de grupo, por
meio da percepgado da densidade populacional. Neste sistema a bactéria produz,
libera e detecta moléculas sinalizadoras difusiveis, que regulam a expressao de
diversos genes (O'LOUGHLIN et al., 2013). Estudos do transcriptoma de
Pseudomonas aeruginosa mostraram que os genes envolvidos na sintese de
ramnolipideos estdo entre as centenas de genes que s&o QS-regulados (HENTZER
et al., 2003; SCHUSTER et al., 2003; WAGNER et al., 2003).

O QS Pseudomonas aeruginosa € composto por dois tipos de moléculas
sinalizadoras difusiveis, as N-acetil-homoserino lactonas (acil-HSLs) e uma
quinolona (2-heptil-3-hidroxil-4-quinolona) (PQS), que coordenam o comportamento
de grupo (DIGGLE et al., 2006; REIS et al., 2011). Estas moléculas ligam-se aos
relativos fatores de transcricdo (LasR, RhIR e MvfR), ativando a expressdo dos
genes alvos (OCHSNER & REISER, 1995; O'LOUGHLIN et al., 2013). Os circuitos
rhl, las e pgs séo arranjados hierarquicamente, de modo que exercem influéncia na
regulagado de um sobre o outro.

Uma vez que, altas taxas de produgdo de ramnolipideos podem ser obtidas
por biofilmes de Pseudomonas aeruginosa, e que existe uma aparente relagao direta
entre formagao de biofilme, ativacao do QS e producao de ramnolipideos o presente
trabalho tem como objetivo estabelecer uma plataforma de produgdo de

ramnolipideos por biofilme de Pseudomonas aeruginosa.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver processos de producdo e extracdo de ramnolipideos obtidos por

biofilme de Pseudomonas aeruginosa.

2.2 Objetivo Especifico

Avaliar o efeito da presenca de diferentes suportes solidos inertes na
producao de ramnolipideos;

Avaliar por microscopia eletrbnica de varredura a adesdo e a provavel
formacao de biofilme de Pseudomonas aeruginosa crescendo em cultivos

com suporte solido;

Avaliar o efeito da agitacao/aeracdo do sistema sobre a producdo de

ramnolipideos em cultivos submersos na presenga de suporte solido;

Desenvolver processo de producido de ramnolipideos com sistema de difusédo

controlada de nutrientes;

Avaliar a produg¢ao de ramnolipideos por fermentagcao submersa de leito raso

com e sem agitagao/aeragao do sistema;

Avaliar a producdo de ramnolipideos por fermentacdo submersa estatica em

placas de cultivo celular;

Comparar as cinéticas de producdo de ramnolipideos por fermentacio

submersa classica e fermentacdo submersa estatica de leito raso;

Comparar as cinéticas de expressao da fusdo rhlA-lacZ (ensaio de atividade
de B — galactosidase) de fermentagées submersas classicas e fermentacdes

submersas estaticas de leito raso.



22

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 SURFACTANTES

Surfactantes sdo moléculas anfipaticas capazes de reduzir as tensbes
superficiais e interfaciais entre fluidos imisciveis ou um fluido e um sélido, quando
em baixa concentragdo em um sistema, devido a tendéncia das ligagées hidrofilicas
e hidrofébicas da molécula em adsorver sobre interfaces com diferentes graus de
polaridade, como d6leo / agua e ar / agua (Figura 1) (GODDARD, 1989;
KRONEMBERGER, 2007; LOVAGLIO et al., 2015; RIKALOVIC et al., 2012).

Os surfactantes estao entre os produtos mais versateis da industria quimica e
representam um mercado mundial equivalente a bilhdes de ddlares por ano
(GALGANO, 2012; TORIBIO; ESCALANTE; SOBERON-CHAVEZ, 2010). Estes
tensoativos sdao amplamente utilizados em produtos diversos tais como produtos
farmacéuticos, detergentes, como agentes emulsionantes nas industrias de
cosméticos e alimentos, na recuperacdo de dOleo de reservatorios, e aditivos na
industria de construcdo e petroleo (BANAT; MAKKAR; CAMEOTRA, 2000;
GODDARD, 1989; ZHU et al., 2012).

Devido aos efeitos ambientais toxicos e baixa biodegradabilidade dos
surfactantes de origem quimica, combinado com os potenciais efeitos nocivos ao
meio-ambiente dos subprodutos gerados em sua sintese, o uso de surfactantes de
origem biologica vem recebendo destaque na busca pela substituicdo de compostos
quimicamente sintetizados por uma tecnologia baseada em “bio” e "solu¢des verdes"
(BAFGHI; FAZAELIPOOR, 2012; HE et al., 2017; LAMARCHE; DEZIEL, 2011;
MOUSSA; MOHAMED; SAMAK, 2014; RANDHAWA; RAHMAN, 2014).
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Figura 1 — Modelo esquematico da estrutura e mecanismo de atuagdo dos

surfactantes.

Surfactante .—

Porg¢do Hidrofilica Porcdo Hidrofébica
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|

Fonte: Adaptado de PIRIKA - JAVA, HTMLS & CHEMISTRY SITE.

3.2. BIOSSURFACTANTES

Os biossurfactantes sdo biomoléculas com atividade de surfactante,
produzidas por bactérias, leveduras e fungos filamentosos (Tabela 1) (DELEU &
PAQUOT, 2004; LOVAGLIO et al., 2015). Estes metabdlitos secundarios podem ser
encontrados tanto na superficie celular quando em secreg¢des extracelulares (JOY et
al., 2017).

Tais metabdlitos sdo compostos por um porgcao hidrofilica constituida de

aminoacidos, peptideos, proteinas, mono, di ou polissacarideos; ligada a uma
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porcao hidrofébica formada por uma cadeia hidrocarbonada de acidos graxos ou
alcoois graxos, do tipo saturados, insaturados, hidroxilados ou ramificados (BAFGHI;
FAZAELIPOOR, 2012; JOY et al., 2017; LOVAGLIO et al., 2015; RIKALOVIC et al.,
2012).

Os biossurfactantes microbianos desempenham papel fundamental na
motilidade celular, interagdes célula-célula (formacgao de biofilme, quorum-sensing e
patogenicidade), modificacdo de membrana (aumento de hidrofobicidade), dentre
outros (JOY et al., 2017; RIKALOVIC et al., 2012). Além disso, podem comportar-se
como moléculas de armazenamento de carbono e energia, como indutores do
aumento de solubilidade de moléculas hidrofébicas sorvidas em superficies, ou
ainda podem ser subprodutos secretados em resposta a alteragdes do meio (JOY et
al., 2017; RIKALOVIC et al., 2012; VAN HAMME et al., 2006).

Estas biomoléculas por possuirem baixa toxicidade, alta biodegradabilidade,
maior compatibilidade ambiental, e alta seletividade e atividade especifica a
temperaturas e pH extremos, apresentam diversas vantagens sobre seus
congéneres de origem quimica (RIKALOVIC et al., 2012; EL-HOUSSEINY et al.,
2016; ZHU et al., 2012). Adicionalmente, apresentam maior potencial de mercado
em aplicagcbes nas quais se faz necessario dispersar agentes tensoativos no
ambiente, como na limpeza de derrames de 6leos e outros compostos hidrofébicos e
na recuperacdo de petréleo dos reservatérios (RIKALOVIC et al., 2012; LOVAGLIO
et al., 2015); podendo também potencializar processo de biorremediagao
(BAPTISTA, 2007; CALVO et al., 2009).

Biorremediagdo pode ser definido como um processo de utilizagdo de
organismos vivos, como bactérias, fungos e plantas, na recuperagdo e/ou remogao
de contaminantes ambientais (solo, sedimentos, agua, ar) (PIRES et al., 2003;
PHILLIPS, 2017). No caso de processos de biorremediacdo utilizando
microrganismos, estes apresentam a capacidade de degradar contaminantes
organicos, extraindo nutrientes importantes para o seu crescimento e reprodugéo
(NATIONAL RESEARCH COUNCIL et al., 1993). Os biossurfactantes possuem um
alto potencial de aplicagdo em processos de biorremediacdo envolvendo
derramamento e recuperagdo de compostos hidrofébicos, uma vez que podem
aumentar a disponibilidade dos contaminantes aos microrganismos (BAPTISTA,
2007).
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Segundo o relatério de pesquisa da Global Market Insights, estima-se que o
mercado de biossurfactantes deva gerar até 2024 valores superiores a US $ 2,7
bilhdes; sendo USD 600 milhdes nos EUA e USD 210 milhdes no Reino Unido.
Dentre os diferentes tipos de biossurfactantes comercializados, o mercado de
ramnolipideos pode apresentar um crescimento de mais de 8% até 2024; enquanto
que os de soforolipideos e metil éster sulfonado devam gerar valores superiores a
USD 3.3 millhées e USD 900 milhdes, respectivamente, até o final do mesmo
periodo (GLOBAL MARKET INSIGHTS, 2018).

Os biossurfactantes podem ser classificados em dois grupos: moléculas de
baixa massa molecular e de alta massa molecular. Biossurfactantes de baixa massa
molecular sao biomoléculas com alta capacidade de redugao de tensao superficial e
interfacial; enquanto biossurfactantes de alta massa molecular destacam-se por
apresentarem melhores propriedades emulsificantes, sendo deste modo
denominados bioemulsificantes (JOY et al., 2017; RIKALOVIC et al., 2012).

Diferentemente dos surfactantes quimicos, os biossurfactantes séo
usualmente classificados quanto a sua natureza bioquimica (estrutura quimica e sua
origem microbiana). As principais classes de biossurfactantes incluem glicolipideos,
lipopeptideos e lipoproteinas, acidos graxos e fosfolipideos e biossurfactantes
poliméricos; sendo a primeira (glicolipideos) a classe de surfactantes microbiolégicos
mais estudada, com destaque para os ramnolipideos, trealopideos, soforolipideos e
lipideos de manosileritritol (JOY et al., 2017; KRONEMBERGER, 2007; LOVAGLIO
et al., 2015).

Tabela 1 — Principais tipos de biossurfactantes e seus microrganismo produtores.

Biossurfactante Microrganismo Produtor

Glicolipideos

Ramnolipideos Pseudomonas aeruginosa
Soforolipideos Torulopsis bombicola; T. apicola

Trehalolipideos Rhodococccus erythropolis
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Lipopeptideos e lipoproteinas
Peptidio-lipideo

Viscosina
Serravetina
Subitilisina
Surfactina
Gramicidina

Polimixina

Bacillus licheniformis
Pseudomonas fluorescens
Serratia marcescens
Bacillus subtilis

Bacillus subtilis

Bacillus brevis

Bacillus polymyxa

Acidos graxos, lipidios neutros e
fosfolipideos
Acidos graxos

Lipideos neutros

Fosfolipideos

Corynebacterium lepus
Nocardia erythoropolis

Thiobacillus thiooxidans

Surfactantes poliméricos

Emulsan
Biodispersan

Liposan

Acinetobacter calcoaceticus

Acinetobacter calcoaceticus

Candida lipolytica

Fonte: CAMILIOS-NETO, 2010.

3.3 RAMNOLIPIDEOS

Os ramnolipideos (RL) sédo biossurfactantes do tipo glicolipideos, produzidos
principalmente pelo microrganismo Pseudomonas aeruginosa (ABDEL-MAWGOUD
et al., 2011; WITTGENS et al., 2017).

Estas biomoléculas apresentam fungdes fisioldgicas associadas a motilidade
bacteriana (do inglés swarming), desenvolvimento de biofilme, e absorgcdo e

biodegradagdo de compostos com baixa solubilidade por meio de dissolugao e
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emulsificacao destes (CAMILIOS-NETO et al., 2008; HE et al., 2017; RIKALOVIC et
al., 2012, 2013; VATSA et al., 2010). Apresentam ainda efeito direto na estrutura e
morfologia da superficie da célula bacteriana, sem provocar alteragbes no
crescimento e viabilidade do microrganismo. Quando presente em concentragéo
abaixo da sua concentragdo micelar critica (CMC) os ramnolipideos sao capazes
reduzir a quantidade de proteinas na membrana externa do microrganismo. Em
concentragdes acima da CMC levam a um aumento da hidrofobicidade da superficie
celular pela perda de lipopolissacarideos (SOTIROVA et al., 2009).

Além disso, sao capazes de proteger a célula microbiana do sistema de
defesa do hospedeiro (inibir a fagocitose por macrofagos), e podem ainda atuar
como hemolisinas, o que caracteriza os ramnolipideos como um importante fator de
viruléncia do microrganismo Pseudomonas aeruginosa (WITTGENS et al., 2017)

O primeiro relato referente aos RL deu-se por Bergstrom et al. (1946), que
observaram a produgcao de um glicolipideo oleoso por Pseudomonas pyocyanea
(mais tarde classificada como Pseudomonas aeruginosa) quando cultivada em meio
contendo glicose. Subsequentemente, no ano de 1949, Jarvis e Johnson
descreveram uma substancia produzida por estirpes Pseudomonas aeruginosa,
especialmente quando cultivados em fontes de carbono ndo misciveis em agua, que
era excretada para o espago extracelular (ABDEL-MAWGOUD et al.,2011; JARVIS &
JOHNSON, 1949; MULLER et al., 2012). Esta substancia foi denominada &acido
piolipico e as suas unidades estruturais foram identificadas como L-ramnose e acido
B-hidroxidecanoico (ABDEL-MAWGOUD et al., 2011; BERGSTROM et al., 1946;
EDWARDS & HAYASHI, 1965; HAUSER & KARNOVSKY, 1954; JARVIS &
JOHNSON, 1949).

A partir de entdo diversos estudos vém sendo realizados englobando
aspectos da producédo de RL; incluindo investigagdo dos genes responsaveis pela
producgao e regulacao, além da compreensao do papel dessas biomoléculas para os
microrganismos produtores, bem como suas interagcdes com outros sistemas
biolégicos, tais como plantas e animais (ABDEL-MAWGOUD; LEPINE; DEZIEL,
2010; ABDEL-MAWGOUD et al., 2011; PILJAC, 2012; VATSA et al., 2010).
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3.3.1 Estrutura

Os RL séo glicosideos microbianos anidnicos formados por uma regido
glicona e uma regido aglicona ligadas entre si por meio de uma ligagao glicosidica
(ABDEL-MAWGOUD et al., 2011; EDWARDS & HAYASHI, 1965; MULLER et al.,
2012; WITTGENS et al., 2017).

A regido glicona é composta por um (mono-RL) ou dois agucares ramnose (di-
RL) (EDWARDS & HAYASHI, 1965; JARVIS & JOHNSON, 1949; LOVAGLIO et al.,
2015; WU et al, 2017) unidos por uma ligacdo a-1,2-glicosidica (ABDEL-
MAWGOUD et al., 2011; EDWARDS & HAYASHI, 1965).

A regido aglicona, por sua vez, € composta geralmente por um ou dois acidos
graxos B-hidroxilados (JARVIS & JOHNSON, 1949; ITOH et al., 1971; LOVAGLIO et
al., 2015; WU et al., 2017), ligados entre si através de uma ligagao éster formada
entre o grupo B-hidroxilado da cadeia distal (em relagdo ao agucar) e o grupo
carboxilico da cadeia proximal (ABDEL-MAWGOUD et al., 2011; HIRAYAMA &
KATO, 1982; WITTGENS et al., 2017). Estas cadeias de acidos graxos sao
geralmente saturadas, porém cadeias mono- ou poli-insaturadas podem ser
encontradas, menos comumente (ABALOS et al., 2001; ABDEL-MAWGOUD et al.,
2011; ZHAO et al., 2016). As cadeias podem, ainda, variar em comprimento entre
C8 e C14 (WITTGENS et al., 2017), sendo o acido hidroxidecandico (C10) o acido
graxo mais comumente encontrado na fracao lipidica da molécula de ramnolipideo.
Dentre os possiveis substituintes do acido hidroxidecandico destacam-se os acidos
hidroxioctandico (C8), hidroxidodecandico (C12) e hidroxi-decendico (C12: 1)
(BENINCASA et al., 2004; WADEKAR et al., 2012).

Deste modo, os congéneres de ramnolipideos mais frequentemente
produzidos sao L-ramnosil-B-hidroxidecanoil-B-hidroxidenoanoato (Rha-C10-C10) e
L-ramnosil-L-rhamnosil-B-hidroxidecanoil-B-hidroxidecanoato (Rha2-C10-C10)
(Figura 2) (BENINCASA et al., 2004; LOVAGLIO et al.,, 2015 WADEKAR et al.,
2012).

Devido a variedade de congéneres possiveis de ramnolipideos (cerca de 60
descritos atualmente), os quais sao produzidos por cepas e condicées de cultivos
especificas, estes biossurfactantes podem ser divididos em quatro grandes grupos

de homologos: RL1 (mono-ramno-di-lipidico), RL2 (mono- ramno-monolipidico), RL3
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(di-ramno-di-lipidico) e RL4 (di-ramno-mono-lipidico), sendo os homodlogos RL1 e
RL3 os mais comumente produzidos, enquanto RL2 e RL4 sio sintetizados em
certas condic¢des de cultivo (RIKALOVIC et al., 2013).

Figura 2 — Estruturas quimicas das moléculas de mono e di-ramnolipideos.
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Fonte: Adaptado de WITTGENS et al., 2017.
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3.3.2 Propriedades

As propriedades e atividades bioldgicas inerentes aos biossurfactantes
associadas as demais caracteristicas intrinsecas dos ramnolipideos, conferem a
esta biomolécula um grande potencial industrial, fazendo destes glicolipideos a
classe de surfactantes mais estudada (DAS; YANG; MA, 2014; LOVAGLIO et al.,
2015).

Os ramnolipideos exibem alta atividade emulsificante uma vez que
apresentam valores de equilibrio hidrofilo-lipofilico (EHL) segundo Griffin (1954)
entre 4 e 6, formando assim emulsbes altamente estaveis de compostos
hidrofébicos em solugdes aquosas (MULLER et al., 2012; PATEL & DESAI, 1997a,
b). O equilibrio hidrdéfilo-lipofilico € um balango numérico entre o tamanho e a forga
hidrdfilica-lipofilica de um surfactante. O EHL de Griffin varia em uma escala de 0 a
20, de modo que surfactantes com EHL = 1 apresentam alta solubilidade em dleo, e
surfactantes com EHL = 15 apresentam solubilidade em agua (WILLIAMS, 2007;
ZHENG et al., 2015).

Além disso apresentam alto poder tensoativo, sendo capazes de reduzir a
tensao superficial (TS) da agua de 72 mN/m para valores entre 25-30 mN/m
(ABALOS et al.,, 2001; DAS; YANG; MA, 2014) apresentando concentracdes
micelares criticas (CMC) situadas entre 5 e 200 mg/L (LANG; WULLBRANDT,
1999).

Alguns estudos vém mostrando uma correlagao entre os valores de CMC e a
razao de mono e di-ramnolipideos. Redug¢des nos valores de CMC podem ser
observados com o aumento da proporcdo da relagdo mono / di-rhamnolipideos,
demonstrando que os mono-ramnolipideos sao capazes de formar micelas em
menor concentragao que os di-ramnolipideos (CAMILIOS-NETO, 2010; REDDY et
al., 2016; RIKALOVIC et al., 2013).

Essa relacao por sua vez ndo pode ser claramente observada quanto a atividade
emulsificante dessa molécula, uma vez que esta pode variar dependendo do
hidrocarboneto avaliado e da cepa produtora. Em estudo realizado por Das, Yand e Ma
(2014), utilizando solu¢des de ramnolipideos produzidos por Pseudomonas aeruginosa
IMP67, observou-se uma diminui¢gdo dos valores de indice de emulsificagao (El), contra
petroleo e diesel, quando a proporg¢ao de di-ramnolipideos aumentava em relagdo aos

mono-ramnolipideos. Ja em estudo realizado por Camilios-Neto, et al (2009), utilizando


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780444516640500048
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solugdes de ramnolipideos produzidos por Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 614,
pode-se constatar um maior El contra gasolina para solugdo contendo apenas di-
ramnolipideos, e um maior El contra diesel, querose e tolueno para solugdo contendo
mistura de mono e di-ramnolipideos.

Adicionalmente, ja foram descritas propriedades antibacterianas destes
compostos (DAS; YANG; MA, 2014), assim como antifungicas (DEEPIKA; SRIDHAR;
BRAMHACHARI, 2015; REDDY et al., 2016), antivirais e micoplasmacidal (ITOH et al.,
1971) contra diversos microrganismos como Bacillus subtilis, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Streptococcus epidermidis, Proteus vulgaris, Fusarium
oxyporum, Macrophomina phaseolina, Phytophthora, nicotianae, Botrytis sp.,
Rhizoctonia solani, Colletotrichum sp., Pythium sp., Plasmopara sp., Vaccinia virus e
Mycoplasma laidlawii,.  Atividades anti-adesiva e disruptora de biofilme contra
microrganismos patogénicos também ja foram descritas (DAS; YANG; MA, 2014).

As dadas propriedades os tornam adequados para utilizagdo em diversas
aplicagdes industriais envolvendo detergentes, lubrificagcdo por emulsificagao,
capacidade de formacéo de espuma, molhagem, solubilizagdo e dispersédo de fase,
biorremediagdo de poluentes (BANAT et al.,, 2000; LOVAGLIO et al.,, 2015; EL-
HOUSSEINY et al.,, 2016), assim como na industria de cosméticos, alimentos e
farmacéutica (EL-HOUSSEINY et al., 2016; WITTGENS et al., 2017).

3.3.3 Aplicagoes

Devido as suas excelentes atividades surfactantes, e propriedades fisico-
quimicas, os RL destacam-se por suas aplicagbes em diversos segmentos
industriais e biotecnolégicos (ABDEL-MAWGOUD et al., 2011, HORI et al., 2011,
SINGH et al., 2007) a seguir descritas:

(1) Biorremediacdo e aumento da recuperagao de oleo: Devido as suas
excelentes propriedades emulsificantes (RANDHAWA & RAHMAN, 2014) os
ramnolipideos podem ser aplicados na sintese e estabilizacdo de nanoparticulas, na
biorremediagdo de ambientes poluidos por petrdleo e derivados (ADBEL-
MAWGOUD et al., 2011; LOVAGLIO et al., 2015; PALANISAMY; RAICHUR, 2009;
WU et al.,, 2017; XIE et al.,, 2006), na recuperacéo terciaria de oleos (ADBEL-
MAWGOUD et al.,, 2011; DAS; YANG; MA, 2014; HORI et al., 2011), na
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descontaminacao de areas contaminadas com 6leo ( SPONZA & GOK, 2010; WU et
al., 2017), e na remogao de metais pesados de solos (WU et al., 2017).

(2) Farmacos e terapéuticos: Perante sua baixa toxicidade, propriedades
surfactantes (MAGALHAES; NITSCHKE, 2013) e atividades antibiotica,
antibacteriana, antifungica e antiviral (DAS; YANG; MA, 2014; ITOH et al., 1971;
RANDHAWA; RAHMAN, 2014; REDDY et al., 2016) contra diversos microrganismos,
os ramnolipideos apresentam aplicagdes promissoras no desenvolvimento de
farmacos e terapéuticos (HORI et al., 2011; LOVAGLIO et al., 2015; MAGALHAES;
NITSCHKE, 2013; RANDHAWA & RAHMAN, 2014). Podem atuar também de forma
sinérgica com alguns antibiéticos (ampicilina, tetraciclina, canamicina), auxiliando na
penetracdo dos mesmos na célula (DAS; YANG; MA, 2014).

(3) Cosméticos: RL ja foram descritos por apresentarem aplicagbes em
diversos tratamentos de pele, tais como no tratamento de feridas com fibrose
reduzida, cicatrizacdo de queimadura, tratamento de rugas (HORI et al., 2011;
LOVAGLIO et al., 2015; PILJAC & PILJAC, 2007; RANDHAWA & RAHMAN, 2014).

(4) Detergentes e produtos de limpeza: Os ramnolipideos sdo emulsificantes
naturais e agentes tensoativos de modo que podem ser amplamente utilizados na
composicao de detergentes, produtos de lavagem, xampus e sabdes (PARRY et al.,
2013; RANDHAWA; RAHMAN, 2014; WU et al.,, 2017). Além disso, podem ser
utilizados no preparo de microemulsées (ADBEL-MAWGOUD et al., 2011; NGUYEN;
SABATINI, 2009; XIE et al., 2007), como agente antiaglomeragdo (ADBEL-
MAWGOUD et al.,, 2011; YORK; FIROOZABADI, 2008) e agente dispersante
(ADBEL-MAWGOUD et al., 2011; RAICHUR, 2007; TRIPATHY & RAICHUR, 2008).

(5) Agricultura: Devido as propriedades tensoativas e menor retengdo no solo
dos RL comparados aos surfactantes de origem quimica (CAMILIOS-NETO et al.,
2011), os ramnolipideos possuem aplicagbes na remediag¢ao do solo visando a melhora
na qualidade do mesmo (RANDHAWA & RAHMAN, 2014; SACHDEV; CAMEOTRA,
2013). A potencial capacidade de eliminagdo de patéogenos destas biomoléculas
também vem sendo estudada, além de aplicacdes no auxilio da absorcdo de compostos
como fertilizantes e nutrientes por plantas e assim como biopesticidas (RANDHAWA;
RAHMAN, 2014; SACHDEV & CAMEOTRA, 2013; WU et al., 2017).

(6) Como fonte de ramnose (ADBEL-MAWGOUD et al., 2011; LINHARDT et
al., 1989).
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3.3.4 Microrganismos Produtores

Os ramnolipideos sao glicolipideos produzidos por uma série de
microrganismos (Tabela 2) (ANDRA et al., 2006; DUBEAU et al., 2009; HAUSSLER
et al., 1998; HAUSSLER et al., 2003; NAYAK et al., 2009; RANDHAWA & RAHMAN,
2014; ROONEY et al., 2009) tendo como seus principais produtores bactérias do
género Pseudomonas (ABDEL-MAWGOUD et al., 2011; HE et al., 2017; WITTGENS
et al., 2017); com destaque para o microrganismo Pseudomonas aeruginosa, que
produz RL do tipo mono e di-ramnolipideos (ABDEL-MAWGOUD et al.,, 2011,
RANDHAWA & RAHMAN, 2014; ZHU et al., 2012).

Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria gram-negativa ubiqua encontrada
em solos, pantanos e em habitats marinhos litoraneos, além de tecidos de planta e
animais. (STOVER et al., 2000; TORIBIO; ESCALANTE; SOBERON-CHAVEZ,
2010).

Este microrganismo apresenta grande importancia clinica devido ao fato de
ser uma das trés principais causas de infecgdes humanas oportunistas (STOVER et
al., 2000; TERZIYSKI et al., 2014; TURNER et al.,, 2015), como as infecgdes
ocorrentes em pacientes com fibrose cistica, infec¢gdes em unidades de queimadura
de hospitais e infeccbes causadas por meio de dispositivos médicos implantados,
incluindo tubos de intubagao e stents (O’LOUGHLIN et al., 2013).

Além da importancia clinica, Pseudomonas aeruginosa destaca-se também
pela alta produgao de ramnolipideos por meio de vias metabdlicas centrais, como as
vias envolvendo sintese de acidos graxos e de agucares ativados com
desoxitimidina difosfato (dTDP). Deste modo, este microrganismo vem sendo
extensivamente utilizado como modelo para o estudo da sintese e regulagcdo deste
biossurfactante (TORIBIO; ESCALANTE; SOBERON-CHAVEZ, 2010).

Tabela 2 — Microrganismos relatados como produtores de ramnolipideos.

Microrganismo Referéncias

Pseudomonas aeruginosa Bergstrom et al., 1946
Abdel-Mawgoud et al.,2011
Randhawa & Rahman, 2014

Pseudomonas chlororaphis Randhawa & Rahman, 2014
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Pseudomonas plantarii Randhawa & Rahman, 2014
Pseudomonas putida Randhawa & Rahman, 2014
Pseudomonas fluorescens Randhawa & Rahman, 2014
Pseudoxanthomonas sp. Nayak et al., 2009
Acinetobacter calcoaceticus Rooney & Dubeau et al., 2009

Lovaglio et al., 2015

Enterobacter hormaechei Rooney & Dubeau et al., 2009

Lovaglio et al., 2015

Enterobacter asburiae Rooney & Dubeau et al., 2009
Lovaglio et al., 2015

Pantoea stewartii Rooney & Dubeau et al., 2009
Lovaglio et al., 2015

Burkholderia thailandensis Haussler et al., 1998
Dubeau et al., 2009
Haussler et al., 2003

Andra et al., 2006

Burkholderia plantarii Haussler et al., 1998
Dubeau et al., 2009
Haussler et al., 2003

Andra et al., 2006

Burkholderia pseudomallei Haussler et al., 1998
Dubeau et al., 2009
Haussler et al., 2003

Andra et al., 2006

Burkholderia mallei Haussler et al., 1998
Dubeau et al., 2009
Haussler et al., 2003

Andra et al., 2006

Fonte: O autor.
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3.3.5 Producao de Ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa

A produgdo de RL por Pseudomonas aeruginosa mostra-se vantajosa em
relagdo a produgao destes por demais microrganismos e em relagao a produgao de
outros biossurfactantes, devido a dois fatores. Em primeiro lugar, estas biomoléculas
apresentam elevadas atividades tensoativas e producdo com alto rendimento apés
periodos de incubacgéao relativamente curtos por um microrganismo bem conhecido e
de facil cultivo. Em segundo lugar, sdo um dos fatores de viruléncia que contribuem
para a patogénese de infecgbes por Pseudomonas aeruginosa e,
consequentemente, muitos aspectos da biossintese de RL tém sido investigados,
em parte, para controlar sua producdao e seus efeitos (ABDEL-MAWGOUD et
al.,2011).

Apesar das inumeras aplicagbes e vantagens da utilizagdo dos RL e dos
avancgos nas adequagdes da tecnologia de laboratério para maior escala; a produgéo
destes compostos em escala industrial/comercializavel ainda é limitada devido ao
seu alto custo (ABDEL-MAWGOUD et al.,2011; LOVAGLIO et al., 2015; EL-
HOUSSEINY et al.,, 2016; WU et al.,, 2017), consequente dos altos pregos dos
substratos utilizados, da concentragdes limitadas de produto obtido pelos processos
fermentativos, e devido ao alto custo dos processos de separacao, isolamento e
purificacdo dos ramnolipideos (KASKATEPE; YILDIZ, 2016; SHAH et al., 2016).

De modo a superar tais obstaculos e competir com tensoativos sintéticos,
busca-se cada vez mais o desenvolvimento de processos que reduzam os custos de
producdo (ABDEL-MAWGOUD et al.,2011; MANEERAT, 2005; RIKALOVIC et al.,
2012; EL-HOUSSEINY et al., 2016), os quais envolvem a utilizagdo de substratos
baratos, microrganismos eficazes (MANEERAT, 2005; RIKALOVIC et al., 2012) e
estratégias fermentativas eficientes (HE et al., 2017; EL-HOUSSEINY et al., 2016).

A sintese de ramnolipideos foi descrita numa variedade de estratégias as
quais incluem cultivos em frascos do tipo Erlenmeyer (CAMILIOS-NETO et al., 2008;
LEE et al.,, 2004; RIKALOVIC et al., 2012), reator (CAMILIOS-NETO, 2010;
KRONEMBERGER, 2007), batelada, batelada alimentada (TRUMMLER,;
EFFENBERGER; SYLDATK, 2003; ZHU et al., 2012), continua, e processos
microbianos/enzimaticos integrados (MULLER et al., 2012); sendo a batelada
alimentada a tecnologia fermentativa mais empregada devido aos resultados

satisfatorios obtidos por esta.
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Quanto a composi¢cao do meio de cultivo, devido ao fato dos ramnolipideos
serem metabdlitos secundarios, sua produgcédo ocorre em condi¢goes limitantes do
crescimento; contudo estas condicdes limitantes excluem a limitacdo de fonte de
carbono (MULLER et al., 2012).

Diversas fontes de carbono ja foram descritas na literatura para a produgao
de ramnolipideos tais como alcanos, (ITOH et al., 1971; MULLER et al., 2012),
glicose (WADEKAR et al., 2010), glicerol, etanol e glicerolipideos (MULLER et al.,
2012), além de fontes renovaveis de baixo custo, incluindo substratos hidrofilicos
(carboidratos) e hidrofobicos (6leos vegetais, 6leos residuais, 6leos de fritura,
hidrocarbonetos) (HOLMBERG, 2001; JI et al., 2016; LOVAGLIO et al.,, 2015;
NITSCHKE et al., 2005, SILVA et al.,, 2010) ou mesmo efluentes de industrias de
alimentos e residuos agroindustriais (CAMILIOS-NETO et al.,, 2011; GEORGE &
JAYACHANDRAN, 2008; GUDINA et al., 2015; LIMA et al., 2009; NITSCHKE et al.,
2005; RIKALOVIC et al., 2012; EL-HOUSSEINY et al., 2016).

Maiores rendimentos de ramnolipideos sao obtidos com substratos insoluveis
em agua, especialmente oleos vegetais (WU et al., 2017) como o azeite (JI et al.,
2016; ROBERT et al., 1989) e d6leo de canola (SIM et al., 1997), quando comparados
com substratos soluveis em agua como glicose e glicerol. Tal rendimento pode ser
justificado pela presencga de acido oleico e acido linoleico em elevadas quantidades
na composicao destes Oleos, os quais ja foram descritos como capazes de estimular
a producgao deste surfactante (GUNSTONE, 1984). As razdes bioldgicas envolvendo
este aumento de produgao, entretanto, ainda ndo sao elucidadas. A presenca de
monoacilglicerois ou diacilglicerdis, em contrapartida, podem culminar em alta taxa
de emulsificagdo e retardar o processo de purificagdo do surfactante (WU et al.,
2017).

Concentragbes de 6leo vegetal entre 4-6 % sao ditas como 6timas para a
producao de ramnolipideos (GUNSTONE, 1984). Deste modo a utilizacdo de 6leos
vegetais para a produgdo de ramnolipideos passou a ser recorrente (CAMILIOS-
NETO et al., 2011; LEE et al., 2004; JI et al., 2016; TRUMMLER; EFFENBERGER;
SYLDATK, 2003; WU et al., 2017; ZHU et al., 2012).

Quanto a fonte de nitrogénio, estudos vém demonstrando que esta deve ser
limitada para que se possam alcangar altas producbes de ramnolipideos
(GUNSTONE, 1984), de modo que relagdes C / N elevadas sdo necessarias para a
producao deste surfactante (CHAYABUTRA et al., 2001; GUERRA-SANTOS et al.,
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1984, 1986; RIKALOVI et al., 2012; WU et al., 2017). Fontes de nitrogénio tais como
nitrato, glutamato, aspartato, amoniaco, uréia, misturas complexas contendo
aminoacidos ja foram utilizados em cultivos com Pseudomonas aeruginosa para a
producdo de ramnolipideos (CHAYABUTRA et al., 2001; LEE et al., 2011; MULLER
et al.,, 2012; RIKALOVI et al.,, 2012; SYLDATK & WAGNER, 1987; ZHANG &
MILLER, 1992).

Diversos estudos demonstraram que fatores como temperatura, taxa de
agitacédo e pH também influenciam na produgdo de ramnolipideos. Estudos de
otimizacdo da producdo de ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa
evidenciaram que as condi¢gdes oOtimas de temperatura, agitacdo e pH para a
producdo deste metabdlito sdo entre 28-37°C, 180-250 rpm, e 7 e 7,5,
respectivamente (CAMILIOS-NETO, 2010; CAMILIOS-NETO et al., 2011; JI et al.,
2016; EL-HOUSSEINY et al., 2016; ZHU et al., 2012)

O emprego de técnicas de engenharia genética na producdo de
ramnolipideos vem se tornando cada vez mais comum (GROSSO-BECERRA et al.,
2016; HE et al., 2017; TORIBIO; ESCALANTE; SOBERON-CHAVEZ, 2010; ZHAO et
al., 2015). Dentre estes destacam-se estudos que buscam o aumento da produgao
deste biossurfactante por Pseudomonas aeruginosa, por meio do aumento do
numero de copias de genes relacionados a bissintese de ramnolipideos e por
modificagdes nas regides promotoras destes genes (GROSSO-BECERRA et al.,
2016; ZHAO et al., 2015).

Além disso, vem-se desenvolvendo diversas pesquisas envolvendo a
utilizacdo de hospedeiros heterdlogos, como P. fluorescens, P. putida e E. coli nos
processos de producdo de ramnolipideos, visando a substituicdo da bactéria
patogénica Pseudomonas aeruginosa (HE et al., 2017; TORIBIO; ESCALANTE;
SOBERON-CHAVEZ, 2010). Para isto, sdo inseridos, nestes microrganismos,
plasmideos contendo os genes necessarios para a biossintese destes compostos,
como rhlA, rhiB, e rhiC (HE et al., 2017; TORIBIO; ESCALANTE; SOBERON-
CHAVEZ, 2010).

Grande parte dos estudos envolvendo a producdo de ramnolipideos foi
realizada com fermentagdo submersa, de modo que a quantidade de ramnolipideos

produzida por esta estratégia fermentativa varia conforme o tipo e a escala de
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processo, 0 meio e as condi¢des de cultivo utilizadas (CAMILIOS-NETO et al., 2011;
KRIEGER; CAMILIOS-NETO; MITCHELL, 2010).

Diferentes niveis de producio e produtividade de ramnolipideos, obtidos por
fermentacao submersa, podem ser encontrados na literatura; producdes variando de
7,54 g/L a 70,56 g/L e produtividades de 0,086 a 1 g/L/d, utilizando glicerol, 6leo de
canola, 6leo de peixe ou 6leo de soja como fonte de carbono (HE et al., 2017; LEE
et al., 2004; TRUMMLER; EFFENBERGER; SYLDATK, 2003; ZHU et al., 2012).

A fermentacado submersa, por sua vez, enfrenta um problema severo quando
utilizada para produzir tensoativos, devido a sua conducdo com aeracao forcada e
agitacdo, o que acarreta na formacao de grande quantidade de espuma quando o
biossurfactante comecga a ser produzido (CAMILIOS-NETO et al., 2011; KRIEGER;
CAMILIOS-NETO; MITCHELL, 2010; WU et al., 2017).

Esta formacdao de espuma culmina em diversos efeitos deletérios que
acarretam em perda de rendimento e produtividade, além de gerar dificuldades
operacionais (CAMILIOS-NETO, 2010; KRIEGER; CAMILIOS-NETO; MITCHELL,
2010). Em primeiro lugar, ha uma tendéncia de o microrganismo acumular-se na
espuma, removendo assim as células do meio de cultura. Em segundo lugar, a
presenca da espuma reduz a eficiéncia da transferéncia de gas entre as fases de
gas e liquido no biorreator, reduzindo as taxas de fornecimento de oxigénio ao
liquido e remocgao de diéxido de carbono a partir dele (KRIEGER; CAMILIOS-NETO;
MITCHELL, 2010). Em terceiro lugar, ha uma tendéncia da espuma sair do reator e
consequentemente carregar nutrientes, produtos e biomassa (CAMILIOS-NETO,
2010). Assim, se faz necessario a utilizacdo de métodos de contengédo de formagéo
de espuma (CAMILIOS-NETO, 2010; KRIEGER; CAMILIOS-NETO; MITCHELL,
2010).

Basicamente, duas estratégias tém sido utilizadas para combater a formagao
de espuma em fermentagdo submersa: a estratégia “quimica”, a qual envolve a
adicdo de agentes anti-espumantes no meio de cultivo; e a estratégia “mecanica’,
que consiste na utilizacdo de aparelhos projetados para quebrar a espuma
(CAMILIOS-NETO, 2010). Entretanto, a utilizacdo destas estratégias apresenta
certas desvantagens. No caso na estratégia quimica esta pode gerar interferéncia na
transferéncia de O, e CO; entre as fases liquida e gasosa, a geragédo de reagdes
inibitérias e efeitos toxicos ao microrganismo, e necessidade de métodos de

separagao do anti-espumante do produto final, encarecendo o processo (LEE; KIM,
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2004; KRIEGER; CAMILIOS-NETO; MITCHELL, 2010; YEH et al., 2006). Em relagao
a estratégia mecanica, os “quebradores de espuma’ instalados no eixo do agitador
do reator apresentam capacidade limitada de contencdo da espuma formada por
biossurfactantes, necessitando assim, a instalagdo de um sistema de “quebradores
externos com sistema coletor” objetivando a recuperagdo da espuma formada
(contendo biomassa, nutrientes e o tensoativo), para que esta seja convertida em
liquido e devolvida ao reator, o que encarece o processo (KRIEGER; CAMILIOS-
NETO; MITCHELL, 2010).

Outra alternativa para se evitar a formacao de espumas € a utilizacdo de
cultivos em estado solido. Esta tecnologia fermentativa apresenta vantagens como
utilizar substratos de baixo custo, e evitar o problema da formacdo de espuma que
complica os processos de cultivo submerso para a producao de biossurfactantes
(KRIEGER; CAMILIOS-NETO; MITCHELL, 2010; WU et al.,, 2017). Estudos
realizados em frascos Erlenmeyer de 250 mL com mistura de 50:50 (m/m) de
bagaco de cana de agucar e torta de milho suplementado com solugao contendo 6%
(v/v) de glicerol e 6leo de soja (CAMILIOS-NETO et al., 2011), obtendo producéo de
45 g/L de ramnolipideos e produtividade 0.156 g/L/h, mostraram que produgdes de
ramnolipideos equivalentes a producao obtida por fermentagcao submersa podem ser

alcangadas por esta estratégia fermentativa.

3.3.6 Biossintese de Ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa

A sintese das porcdes hidrofobica (lipidica) e hidrofilica (ramnosil) dos
ramnolipideos ocorre a partir do metabolismo primario, com a participagado de grupos
especificos de enzimas que atuam na sintese e também na regulagdo da produgéo
dos RL (DESAI & BANAT, 1997; JOY et al., 2017; LOVAGLIO et al., 2015).

Os passos da biossintese de ramnolipideos foram inicialmente propostos por
Burger et al. (1963) e compreendem trés sequéncias de reagdes, catalisadas pelas
enzimas RhIA, RhIB (ramnosiltransferase 1) e RhIC (ramnosiltransferase 2), onde a
molécula dTDP-L-ramnose doa um grupo ramnosil para a molécula [B-D-
hidroxialcanoiloxi-B-D-alcanoato (HAA) ou L-ramnosil-B-D-hidroxialcanoiloxi-3-D-
alcanoato (Mono-Ramnolipideo) (BURGER et al., 1963; JOY et al., 2017; LOVAGLIO
et al., 2015) (Figura 3).
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O primeiro passo da sintese dos ramnolipideos envolve a sintese de seus
precursores dTDP-L-ramnose e  3-hidroxialcanoil-3-hidroxialcanoato  (HAA)
(LOVAGLIO et al., 2015). Estes s&o unidos pela agcdo da enzima ramnosiltransferase
1 (RhIB), formando mono-ramnolipideos (RL2) (JOY et al.,, 2017; OCHSNER;
FIECHTER; REISER, 1994; WITTGENS et al., 2017). Parte destas moléculas é
secretada, e outra recebe um segundo grupo ramnosil, pela acdo da enzima
ramnosiltransferase 2 (RhIC), originando di-ramnolipideos (RL2- RL2) (JOY et al.,
2017; LOVAGLIO et al., 2015; RAHIM et al., 2001; WITTGENS et al., 2017).

O conhecimento acerca da biossintese de mono e di-ramno-mono-lipideos,
entretanto, ainda é escasso. Estudos indicam que pela acdo da enzima RhIB uma
molécula de dTDP-L-ramnose seja diretamente condensada com 3-hidroxiacil-ACP,
gerando um mono-ramno-mono-lipideo (SOBERON-CHAVEZ; LEPINE; DEZIEL
2005), que serviria de substrato para a enzima RhIC para originar di-rhamno-mono-
lipideo (SOBERON-CHAVEZ; LEPINE; DEZIEL, 2005; WITTGENS et al., 2017).
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Figura 3 — Biossintese dos ramnolipideos.
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Os genes envolvidos da codificacdo das enzimas RhIA e RhIB encontram-se
organizados em um operon bicistronico (WITTGENS et al., 2017), com regides
promotoras putativas do tipo 6> e 6’° a montante ao local de inicio da transcricdo de
rhlA (PEARSON; PESCI; IGLEWSKI, 1997) (Figura 4).

Apesar dos genes serem transcritos de forma conjunta, estudos apontam que
as respectivas proteinas exercem suas fungdes de modo independente. Déziel et al.
(2003), por meio de estudos com mutantes rhlA e mutante rhiB, evidenciaram que
delecdo no gene rhlA ocasionou a ndo produgédo de HAA e ramnolipideos, enquanto
que delecdo do gene rhiB levava a ndo produgdo de ramnolipideos, porém néao

afetava a excrecao de HAA.

Figura 4 — Operon rhlA-rhiB: (a) esquema do operon rhlA-rhiB; (b) regido promotora

putativa 6>* do operon rhlA-rhIB.

rhiB

__________

TCCTGTGAAATCTGGCAGTT ACCGT TAGCTT TCGAAT TG .T AAAAAGTGTT(E
IZZTIOOIOTTCTOEIAZGD \'I'GZZIJI' ~Nsg - LTTIZ'II' - N"Hy

lasB op}a/rator OP1 o ' consensus

Fonte: Adaptado de PEARSON; PESCI; IGLEWSKI, 1997.

O gene rhIC, responsavel pela codificagdo da enzima RhIC, encontra-se em
uma regido cromossdmica diferente dos demais genes rhl (SOBERON-CHAVEZ;
LEPINE; DEZIEL, 2005). Este organiza-se em um operon bicistrénico com o gene a
montante PA1131, de funcdo desconhecida (Rahim et al., 2001; SOBERON-
CHAVEZ; LEPINE; DEZIEL, 2005), apresentando um unico sitio de inicio de
transcricdo (RAHIM et al., 2001) (Figura 5).
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No caso do microrganismo Pseudomonas aeruginosa, os operons rhl sédo
transcricionalmente regulados por sistemas de sinalizagdo, sendo um destes o
sistema de quorum-sensing (QS) (WITTGENS et al., 2017).

Figura 5 — Operon PA1131-rhIC.

< rhiC { PA1131 .

€

mRNA

Fonte: Adaptado de RAHIM et al., 2001.

A biossintese da dTDP-L-ramnose tem como precursor a glucose-1-fosfato, e
ocorre em uma sequéncia de cinco reacgdes catalisadas pelas enzimas Alg C, RmlA,
RmIB, RmC e RmID, sendo as ultimas quatro codificadas pelo operon rmIBCAD
(MAIER; SOBERON-CHAVEZ, 2000; SOBERON-CHAVEZ; LEPIN; DEZIEL, 2005)
(Figura 3)

A fracao lipidica dos ramnolipideos, por sua vez, é originada diretamente da
biossintese de novo dos acidos graxos (Figura 3) (CAMPOS-GARCIA et al., 1998;
DEZIEL et al., 2003; LOVAGLIO et al., 2015; MAIER; SOBERON-CHAVEZ, 2000;
SOBERON-CHAVEZ; LEPINE; DEZIEL, 2005). Todavia o intermediario desviado
desta via e a enzima envolvida nesse processo ainda ndo sdo bem elucidados
(CAMILIOS-NETO, 2010).

Alguns estudos apontam a enzima RhIG como a responsavel pela retirada do
precursor da fracdo lipidica da molécula de ramnolipideos da via de sintese de
acidos graxos (CAMPOS-GARCIA et al., 1998). Esta enzima, homdloga a ceto-acil-
redutase dependente de NADPH, converteria 3-cetoacil-ACP em 3-hidroxidecanoil-
ACP, e este a HAA pela agao da enzima RhIA (CAMPOS-GARCIA et al., 1998; JOY
et al., 2017).

Estudos realizados por Zhu e Rock (2008), entretanto, indicam que a enzima
RhIA é a provavel enzima responsavel pela captagao direta de B- hidroxiacil-ACP da
biossintese dos acidos graxos. Segundo os autores - hidroxiacil-ACP é o substrato

preferido da enzima, uma vez que nao se observa a producao de HAA quando [3-



44

hidroxidecanoil-CoA ¢é utilizado como substrato da enzima RhIA, mesmo em
concentracbes dez vezes superiores da mesma. Além disso, observaram que
mutantes rhlG-negativos foram capazes de produzir ramnolipideos em taxas
equivalentes as cepas selvagens, indicando que a enzima RhIG provavelmente n&o
apresenta efeito sobre a produgédo desse surfactante (ZHU; ROCK, 2008). Estes
resultados mostraram-se condizentes com os obtidos por Bazire e Dufour (2014),
onde observou-se que mutantes no operon rhiIG/PA3388, rhiG-negativo, PA3388-
negativo e duplo rhiIG/PA3388 n&o apresentaram efeito sobre a producédo de
ramnolipideos e nem sobre fendtipos relacionados a producdo de ramnolipideos

(producgao de PQS, motilidade, formacéo de biofilme).

3.4 QUORUM-SENSING DE Pseudomonas aeruginosa

O sistema quorum-sensing (QS) € o principal sistema de comunicagéo
quimica bacteriana utilizado para controlar coletivamente comportamentos de grupo.
Neste sistema a bactéria produz, libera e detecta moléculas sinalizadoras difusiveis,
denominadas auto-indutores, que permitem a coordenacdo do comportamento do
grupo. Assim, o sistema QS permite que as bactérias percebam a densidade da
populacao bacteriana e, através dessa informacéo, possam regular a expressao de
varios genes (O'LOUGHLIN et al., 2013).

Dentre os genes controlados em nivel transcricional por este sistema, tem-se
0s genes associados ao desenvolvimento de biofilme e produgao de diversos fatores
de viruléncia, como a producao de ramnolipideos (LIN CHUA et al.,, 2017;
RAMPIONI et al., 2016; SOBERON-CHAVEZ; LEPINE; DEZIEL, 2005).

No QS de Pseudomonas aeruginosa existem duas moléculas sinalizadoras do
tipo acil-homoserinolactonas (acil-HSL): N-(3-oxododecanoil)-HSL (3-oxo-C12-HSL)
(Figura 6A) e N-butiril-HSL (C4-HSL) (Figura 6B), produzidas pelas enzimas Lasl e
Rhll, respectivamente, assim como moléculas sinalizadoras do tipo 2-alkyl-4-
quinolone (AQ). A sinalizagao AQ utiliza 2-heptil-3-hidroxil-4-quinolona (PQS) (Figura
6C) e seu precursor imediato, 2-heptyl-4-quinolone (HHQ) (LAMARCHE; DEZIEL,
2011; O'LOUGHLIN et al., 2013). Estes sinalizadores ligam-se aos relativos fatores
de transcricdo (LasR, RhIR e MvfR), ativando assim a expressdo dos genes alvos
(Figura 7) (OCHSNER & REISER, 1995; O'LOUGHLIN et al., 2013). Os circuitos que
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utilizam acil-HSL sdo comuns em bactérias gram-negativas, porém com moléculas
distintas para diferentes bactérias, enquanto que o circuito que utiliza as AQ é
exclusivo de Pseudomonas aeruginosa. Os circuitos rhl, las e pgs sdo arranjados
hierarquicamente, de modo que exercem influéncia na regulagdo de um sobre o

outro.

Figura 6 - Estrutura das moléculas de acil-homoserinolactonas: (a) N-(3-
oxododecanoil)-HSL e (b) N-butiril-HSL. (c) estrutura molecular da quinolona (2-

heptil-3-hidroxil-4-quinolona).

a b
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N WCHz(CHz)vcHa N
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E CH3(CH32)sCH3

Fonte: (a) Sigma Aldrich; (b) Cayman Chemical; (c) Sigma Aldrich.
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Figura 7 — Quorum-sensing de Pseudomonas aeruginosa

Regulagdo da expressdo EC. Regulagdo da expressdo
de Genes Alvos de Genes Alvos

o

__ N A A
{pasA  {pas { pasC [ paeD){pasE - phnA (phnB< mvR 1 [Gwa (T

L ) ;‘.
. (R L.
PasA |PqsB|PgsC PqsD ~— AN
—__ o LT
(_ - M Regulacdo da expressdo

de Genes Alvos
C ® T o

(PasH) %1 N-3-0-C12-HsL -

PgsH

o
Y N
B N-Ca-HSL ¢ / I

Fonte: O autor.

Anadlises do transcriptoma de Pseudomonas aeruginosa em resposta ao
sistema de quorum-sensing revelaram que cerca de 6% do genoma deste
microrganismo é ativado ou reprimido pelos sistemas lasIR ou rhlIR (MEDINA et al.,
2003). Estes dois sistemas, que se encontram em regides cromossdmicas distintas
(JOY et al., 2017), ativam a transcrigdo dos genes alvos por meio da ligacdo a uma
regido conservada do DNA, denominada “las box”, comum a todos genes quorum-
sensing regulados (MEDINA et al., 2003).

Os complexos RhIR-C4-HSL e LasR-3-oxo-C12-HSL s&o capazes de
controlar os seus proprios circuitos por meio da inducdo da producdo de seus
respectivos indutores de ativagdo (LAMARCHE; DEZIEL, 2011; MAURA et al.,
2016), mas também ativam e inibem a expressdo de outros genes (TORIBIO;
ESCALANTE; SOBERON-CHAVEZ, 2010).

LasR-3-0x0-C12-HSL controla positivamente os sistemas RhIIR e AQ
estimulando a expressédo de rhll e rhIR, e mviR, pgsH e pgsL, respectivamente
(ESCALANTE; SOBERON-CHAVEZ, 2010; JOY et al., 2017; LAMARCHE; DEZIEL,
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2011; MAURA et al., 2016; MEDINA et al., 2003; O'LOUGHLIN et al., 2013). A
regulacado da producao de MvfR por este sistema ocorre durante a fase exponencial
de crescimento do microrganismo, de modo que nos estagios posteriores a
regulagcdo de mviR torna-se independente de LasR (MAURA et al., 2016).

O sistema las é ainda capaz de regular o sistema rhl em nivel p6s traducional.
A molécula sinalizadora 3-oxo-C12-HSL liga-se a RhIR, dificultando a ligacao de C4-
HSL a este regulador transcricional, até que C4-HSL e/ou RhIR sejam produzidos
em concentragao suficiente para superar o efeito de bloqueio (JOY et al., 2017).

A regulagao do sistema las, por sua vez, é coordenada por um regulador
global da expressao de fatores de viruléncia (Vfr), sintetizado pela expressao do
gene vir, o qual ativa a transcrigéo do gene lasR (CRODA-GARCIA et al., 2011)

O sistema rhl, por outro lado, € composto por quatro genes, rhlA, rhiB, rhiR e
rhll, sendo os dois primeiros responsaveis pela sintese de enzimas da biossintese
de ramnolipideos e os dois ultimos componentes do circuito de guorum-sensing.
Apesar de serem transcritos na mesma diregao (5'-rhIABRI-3'), rhlA-rhIB, rhIR e rhll
apresentam regides promotoras distintas (CRODA-GARCIA et al., 2011; JOY et al.,
2017; MEDINA et al., 2003; THOMPSON et al., 2003).

O complexo RhIR-C4-HSL induz a expressao de rhiC e rhIAB (AGUIRRE-
RAMIREZ et al., 2012; JOY et al., 2017; MAURA et al., 2016; MEDINA et al., 2003;
SOBERON-CHAVEZ; LEPINE; DEZIEL, 2005), responsaveis pela sintese de
ramnosiltransferase 2 e ramnosiltransferase 1, respectivamente; sendo que este
pode também ser regulado positivamente por LasR-3-O-C12-HSL, porém em nivel
consideravelmente inferior ao constatado pelo complexo RhIR-C4-HSL (MEDINA et
al., 2003).

A biossintese de ramnose também sofre influéncia do QS. O operon
rmIBDAC, é positivamente regulado pelo complexo RhIR-C4-HSL, por meio da
ligacdo deste a uma “las box” atipica encontrada na regido promotora deste operon
(AGUIRRE-RAMIREZ et al., 2012), assim como a enzima AlgC, envolvida na
primeira etapa da sintese de dTDP-L-ramnose (HENTZER et al., 2003; O'LOUGHLIN
et al., 2013; OLVERA et al., 1999; SCHUSTER et al., 2003; WAGNER et al., 2003).

Diferentemente o sistema las, em que seu mecanismo de regulagdo depende
da formagédo do complexo LasR-3-oxo-C12-HSL (MEDINA et al., 2003), no sistema
rhl o fator de transcrigdo RhIR é capaz de regular sozinho a expressdo de genes

alvo. Na auséncia do sinalizador C4-HSL, RhIR atua como repressor de rhiR e rhlAB
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(AGUIRRE-RAMIREZ et al., 2012; MEDINA et al., 2003; SOBERON-CHAVEZ;
LEPINE; DEZIEL, 2005), de modo que a indugdo dos promotores desses genes é
dependente da razdo RhIR / RhIR-C4-HSL (MEDINA et al., 2003). RhIR apresenta
também papel importante na regulagdo do sistema AQ, por meio inibigdo direta da
expressdo do operon pgsABCDE e do gene mviR (MAURA et al.,, 2016;
PAPENFORT; BASSLER, 2016).

Apesar da proteina RhIR ativar a expressdo dos seus genes alvo quando
associado ao autoindutor C4-HSL, isto pode também ser observado quando este
fator transcricional encontra-se ligado a molécula sinalizadora 3-O-C12-HSL (JOY et
al., 2017).

O gene rhIR possui quatro regides promotoras, cada uma regulada de modo
distinto; sendo duas destas situadas dentro da regido codificadora do gene rhiB. A
regulacdo positiva pelo complexo LasR/3-O-C12-HSL ocorre pela ligagédo no
promotor 1 e provavelmente no promotor 4. O promotor 2 encontra-se envolvido com
a transcricdo constitutiva do gene rhiR, enquanto que o promotor 3 € regulado
indiretamente pelo fator sigma RpoN (Figura 8) (CRODA-GARCIA et al., 2011).

Devido a localizagado dos promotores 3 e 4 dentro da regido codificadora de
rhiB, o gene rhIR pode ser expresso pela ativagao da regidao promotora do operon
rhIAB, produzindo um loop de autorregulacéo positiva (Figura 8) (CRODA-GARCIA
et al., 2011)

A sintese de RhIR pode também ser regulada pela proteina Vfr, uma vez que
quatro sitios funcionais de ligagao para Vfr (sitios VBS) sado encontrados ao longo
das regides promotoras de rhlR. Dentre esses sitios VBSs trés regulam
positivamente a transcricdo de rhIR e um negativamente (Figura 8) (CRODA-
GARCIA et al., 2011).

Pelo fato de duas regides VBS se sobreporem parcialmente aos sitios de
ligacdo do complexo LasR/3-O-C12-HSL, pode-se observar um efeito sinérgico de
regulacdo por dois sistemas diferentes nessas regides (CRODA-GARCIA et al.,
2011).
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Figura 8 — Modelo esquematico da regulagao das regides promotoras do gene rhiR.

rhiB

rhiB

rhiB

Fonte: Adaptado de CRODA-GARCIA et al., 2011.

O sistema pgs, por sua vez, compreende quatro unidades de transcri¢ao,
sendo o operon pgqsABCDE e o gene pgsR agrupados no mesmo locus, e pgsH e
pgsL localizado a certa distdncia a jusante do operon pgsABCDE (Figura 9)
(RAMPIONI et al., 2016).

Os genes estruturais para o PQS sao codificados por um operon de cinco
genes pgsABCDE, sendo os quatro primeiros genes neste locus requeridos para a
sintese da molécula HHQ, o qual é oxidado a PQS pela agdo da monooxigenase
PgsH (GALLAGHER et al., 2002; RAMPIONI et al., 2010). O gene pgsE, por sua
vez, tem a funcdo putativa de resposta celular a molécula PQS, facilitando a
adaptacdo ambiental de Pseudomonas aeruginosa (RAMPIONI et al., 2010). Uma
segunda monooxigenase, PqgsL, juntamente com os produtos da expressdo de
PgqsABCD, é responsavel pela sintese de HQNO, um inibidor de citocromo com

importante fungao em situagdes de competicdo ambiental (RAMPIONI et al., 2016).
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Os autoindutores PQS e HQQ regulam positivamente operon pgqsABCDE-
phnAB, quando associados ao regulador transcrional MfvR (CAO et al.,, 2001;
GALLAGHER et al., 2002; MAURA et al., 2016; MCGRATH et al., 2004; PUSTELNY
et al., 2009; RAMPIONI et al., 2010; RAMPIONI et al., 2016). Esse complexo regula
também o sistema rhl pela ativacdo da expressdo dos genes rhll e rhIR
(PAPENFORT; BASSLER, 2016).

Na auséncia de MfvR, PQS é capaz de estimular a expressdo do operon
pgsABCDE-phnAB por via independente de PgsR, mecanismo que ainda ndo é bem
compreendido (RAMPIONI et al., 2016).

A proteina PgsE induz a expressdo de rhlAB, regulando positivamente a
sintese de ramnolipideos. Por outro lado inibe o operon pgsABCDE-phnAB,
reduzindo a producdo de HHQ e sua propria sintese (RAMPIONI et al., 2016).
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Figura 9 — Modelo esquematico da regulagao do sistema AQ.
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3.5 PRODUGAO DE RAMNOLIPIDEOS, FORMAGAO DE BIOFILME E
CIRCUITO DE QUORUM-SENSING

A producdo de ramnolipideos e o circuito de quorum-sensing ja foram
descritos por apresentarem estreita relagdo com o crescimento da bactéria
Pseudomonas aeruginosa na forma de biofilme (DAVEY et al., 2003; RAMPIONI et
al., 2016; RASAMIRAVAKA et al., 2015; ZHENG et al., 2017).

Biofiimes sdo comunidades microbianas associadas a superficie inerte ou
organica, envoltas por uma matriz extracelular composta por diversas moléculas tais
como polissacarideos, proteinas, acidos nucleicos, lipidios, e outras macromoléculas
e compostos quimicos (DAVEY et al., 2003; RASAMIRAVAKA et al., 2015) (Figura
10). Esta forma de crescimento € dependente do tamanho populacional e da
capacidade de cada célula em detectar e responder a estimulos das demais células
(DAVEY et al., 2003).

Os biofilmes bacterianos formam estruturas complexas na forma de
cogumelos e pilares, contendo poros e canais (ZHENG et al., 2017) (Figura 10).
Esses poros e canais permitem um fluxo de fluidos ao longo do biofilme; os quais
distribuem nutrientes e oxigénio para as células e removem produtos metabdlicos
finais e residuos (DAVEY et al., 2003; PAMP, 2007).

Figura 10 — Ciclo de vida da bactéria: da fase unicelular (planctdnica) a fase

multicelular (biofilme).
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Fonte: Adaptado de BERLANGA; GUERRERO, 2016.
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Os ramnolipidos apresentam papel importante na formagao de biofilmes
iniciais € manutencao de biofilmes estruturados de Pseudomonas aeruginosa
(estrutura na forma de colunas e abertura dos canais e poros), além de atuar na
dispesao de células de biofilmes maduros (swarming) (RASAMIRAVAKA et al., 2015;
ZHENG et al.,, 2017). O mecanismo pelo qual esse biossurfactante age nessa
estrutura ainda ndo é bem esclarecido, de modo que sua fungdo pode estar
associada apenas a aspectos fisicos, pela reducdo da tensdo superficial; ou
biolégico, desencadeando eventos de sinalizagdo quimica (ZHENG et al., 2017).

O circuito de quorum-sensing ja foi descrito como um dos sistemas
responsaveis pela regulacdo da maturagao dessa forma de crescimento microbiano.
A proteina Pgsk, pertencente a sinalizagdo AQ, regula positivamente os genes
CUpE1, lecA e lecB, envolvidos na formagéo do biofiime (RAMPIONI et al., 2016). O
complexo lasR-lasl do sistema las, por sua vez, atua nos ultimos estagios da
diferenciagcdo do biofilme; porém os produtos genéticos especificos gerados pela
acao desse complexo durante esse processo sao desconhecidos (DAVEY et al.,
2003).

Atualmente a maioria os estudos desenvolvidos acerca da producido de
ramnolipideos utiliza como plataforma fermentatica os cultivos submersos. Estes por
sua vez, enfrentam dificuldades operacionais devido a formacédo de espuma durante
o processo fermentativo em virtude da aeracao forcada dos cultivos. Os cultivos na
forma de biofilme, por utilizarem baixa ou auséncia de sistemas de aeracdo, podem
surgir como uma alternativa para a produgao deste biossurfactante. Esta plataforma
fermentativa, entretanto, ainda € muito pouco explorada tanto em escala laboratorial
quanto industrial, de modo que o processo de produgao de ramnolipideos por esta
ainda precisa ser otimizado.

As razdes moleculares que justificam a utilizacdo desta plataforma para a
producdo de ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa baseiam-se em uma
aparente relacédo direta entre formagao de biofilme, ativagcdo do QS e producdo de
ramnolipideos, uma vez que, i) a produgdo de ramnolipideos por biofilme apresenta
maiores taxas de producdo comparada ao cultivo submerso classico; ii) a produgao
de ramnolipideos e o desenvolvimento de biofilme sdo reguladas pelo quorum-
sensing; e iii) o desenvolvimento de biofilmes maduros € dependente de

ramnolipideo.
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Deste modo, os cultivos na forma de biofime mostram-se como uma

plataforma fermentativa interessante para a produgao deste biossurfactante.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MICRORGANISMO

Foi utilizada a cepa de Pseudomonas aeruginosa PAO1, originalmente
isolada na Australia a partir de feridas humanas infectadas (HOLLOWAY, 1955).
PAO1 é a cepa de Pseudomonas aeruginosa mundialmente mais utilizada em
estudos laboratoriais, apresentando adicionalmente o genoma sequenciado,
publicado (STOVER et al., 2000) e muito bem anotado.

4.2 MEIOS DE PRESERVAGAO

A cepa PAO1 foi mantida em meio Luria-Bertani (LB) (Tabela 3) adicionado
de glicerol (20 %, v/v), e estocada a -80 °C. Esta foi transferida para placas contendo
meios solidos contendo LB e 1,5 % (m/v) de agar (LA), e incubados em estufa
bacteriologica por 24 h a 37 °C antes de ser utilizada para o preparo do pré-indculo
(item 4.3).

Tabela 3 - Meio Luria-Bertani (LB) (pH 7)

Componentes Concentragao (g/L)
Triptona 10
Extrato de Levedura 5
NaCl 10

4.3 PREPARO DO PRE-INOCULO

O pré-inoculo foi realizado em frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo 25 mL
do meio Luria- Bertani (LB) (Tabela 3). O microrganismo preservado em meio LA

(item 4.2) foi primeiramente ativado em meio LB por 12h — 16h a 37 °C e 200 rpm
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(Pré-Inéculo 1). Em seguida, 500 yL da suspensdo de células bacterianas foi
inoculada em 25 mL de meio LB (2 % v/v) e incubada a 37 °C de 5 — 6 h sob
agitacédo de 200 rpm (Pré-Indculo 2). O crescimento bacteriano durante o preparo do
pré-inoculo foi acompanhado pela determinacédo da absorbancia do meio de cultivo a
600 nm (D.0O.600 nm), € utilizado como in6culo quando a D.O.gp0 nm atingiu leitura entre
0,6 e 0,8.

4.4 PRODUGAO DE RAMNOLIPIDEOS POR FERMENTAGAO SUBMERSA

Os ensaios para Fermentagdao Submersa (FS) foram realizados em frascos
Erlenmeyer 125 mL, contendo 25 mL de meio de sais acrescentado de glicerol (3%
v/v) (Tabela 4). Os meios foram esterilizados por 20 minutos, a 121 °C, resfriados e
inoculados com o pré-indculo (item 4.3) em uma proporgao de 2 % v/v. Os meios
inoculados foram incubados em agitador orbital rotatério a 37 °C nas agitagdes de
200 rpm (aerobiose) ou 60 rpm (microaerofilia). Os cultivos foram interrompidos por
centrifugagdo a 4500 rpm por 10 minutos, no tempo de fermentagdo oportuno, e
submetidos a extragdo organica dos ramnolipideos (item 4.7.3.1) com posterior

quantificagcao indireta pelo método de fenol-sulfarico (item 4.7.3.2) (Figura 11).

Tabela 4 - Meio de Sais (CAMILIOS-NETO, 2010)

Componentes Concentragao (g/L)
KH2PO4 3
KoHPO4 7
MgS0O4.7H,0 0,2
(NH4)2S04 1

Glicerol 3 % (viv)
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Figura 11 — Modelo esquematico do processo de producéao, extracdo e quantificagao

de ramnolipideos obtidos por fermentagdo submersa.
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Fonte: O autor

4.5 DEFINICAO DE MODELO PARA AVALIACAO DA PRODUGAO DE
RAMNOLIPIDEOS POR BIOFILME DE Pseudomonas aeruginosa

4.5.1 Producao de Ramnolipideos por Fermentagcao Submersa com Presencga

de Suporte Soélido Inerte

Os ensaios para Fermentacdo Submersa com Presenca de Suporte Sélido
Inerte (FSE-SSI) foram realizados em frascos Erlenmeyer de 125 mL, contendo 0,5 g
de suporte inerte; sendo este gaze, algoddo ou |& de vidro. Os suportes foram
esterilizados por 20 minutos, a 121 °C, resfriados e inoculados com o pré-indculo
(item 4.3) em uma propor¢ao de 2 % de volume de pré-indculo (item 4.3) (D.O.600 nm
entre 0,6 e 0,8) em volume de solugdo umedecedora. A solugdo umedecedora,
constituida de meio de sais acrescentado de glicerol (3 % v/v) (Tabela 4) foi

adicionada aos substratos sélido nos volumes de 20 mL para gaze, 25 mL para |a de



58

vidro e 30 mL para algodao. Os meios sodlidos inoculados foram incubados em
agitador orbital rotatério a 37 °C, por 9 dias, nas agitacées de 200 rpm, 60 rpm ou
estatico. Os cultivos foram interrompidos no tempo de fermentacdo adequado,
submetidos a extragdo aquosa seguida de centrifugacéo a 4500 rpm por 10 minutos
e extracdo organica dos ramnolipideos (item 4.7.3.1) com posterior quantificagéo

indireta pelo método de fenol-sulfurico (item 4.7.3.2) (Figura 12).

Figura 12 — Modelo esquematico do processo de produgédo, extracdo e quantificagao

de ramnolipideos obtidos por fermentagdo submersa com presenca de suporte

solido inerte.
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Fonte: O autor.
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4.5.2 Produgao de Ramnolipideos por Fermentagao Semissoélida Estatica em
Sistema de Difusao Controlada de Nutrientes

4.5.2.1 Cultivos de Fermentagao Semissolida Estatica em sistema de difusao

controlada de nutrientes

Os ensaios de fermentagdo semissolida estatica (FSSE) em minirreatores de
agar [(MRA) - (FSSE-MRA)] foram realizados em frascos Erlenmeyer de 80 mL,
contendo volume de 5 mL ou 16 mL de meio de sais acrescentado de glicerol (3 %
v/v) (Tabela 4) e 50 Minirreatores de Agar (MRA) (Figuras 13 e 14C).

Os diferentes cultivos avaliados variaram quanto a composigdo dos MRA,
sendo estes: (1) agar 1,5 % em agua; (2) agar 1,5 % (m/v) em meio de sais
adicionado de glicerol 3 % (v/v) (MSM G3); (3) agar 1,5 % (m/v) em meio de sais
adicionado de glicerol 6 % (v/v) (MSM G6); (4) agar 1,5 % (m/v) em meio de sais
adicionado de glicerol 3 % (v/v) + torta de milho 10 % (MSM G3/TM); (5) agar 1,5 %
(m/v) em meio de sais adicionado de glicerol 3 % (v/v) + torta de milho 10 % + dleo
de soja 1 % (MSM G3/TM+0S).

Os cultivos foram inoculados com volume de 2 % (v/v) de pré-indculo (item
4.3) e incubados em estufa bacteriologica em temperaturas de 37 °C por 9 dias. Os
cultivos foram interrompidos no tempo de fermentagcdo oportuno, submetidos a
extragcdo aquosa seguida de centrifugagcado a 4500 rpm por 10 minutos e extracao
organica dos ramnolipideos (item 4.7.3.1) e posterior quantificacdo indireta pelo

método de fenol-sulfurico (Figura 13) (item 4.7.3.2).
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Figura 13 — Modelo esquematico do processo de producéao, extracdo e quantificagao

de ramnolipideos obtidos por fermentacdo semissdlida estatica em sistema de

difusdo controlada de nutrientes.
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Fonte: O autor.

4.5.2.2 Montagem dos Minirreatores de Agar

A figura 13 traz um esquema ilustrativo da montagem dos Minirreatores de
Agar (MRA). Cortadores de legumes comerciais, contendo 196 camaras com

dimensdes meédias de 0,6 cm de largura, 0,6 cm de comprimento e 0,8 cm de altura,

foram utilizados como molde para a producdo dos MRA.

Estes foram previamente autoclavados e apoiados em formas de aluminio

esterilizadas, constituindo assim o sistema de montagem de minirreatores de agar.
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Sobre este sistema foram vertidos 100 mL dos respectivos meios de cultivo
previamente esterilizados por autoclavagcdo durante 20 minutos a 121 °C. Apés
solidificag&o, os minirreatores formados foram separados do sistema (Figura 14A) e
adicionados aos respectivos cultivos (Figura 14B).

Ao final do processo cada MRA apresentou uma area de 0,175 - 0,252 cm®,
sendo constituidos por cerca de 320 yL de meio sélido cada (Figura 14A), de modo
que cada cultivo apresentou um volume final de 16 mL de meio sdlido (Figura 14 B-
C).

Figura 14 — (A) Minirreatores de agar; (B) Erlenmeyer contendo os minirreatores de

agar; (C) Cultivo com minirreatores de agar.

Fonte: O autor.

4.5.3 Producao de Ramnolipideos por Fermentagao Submersa Estatica de Leito

Raso

Os ensaios para Fermentagcdo Submersa Estatica de Leito Raso foram
realizados em frascos Erlenmeyer 125 mL, contendo 3 mL de meio de sais
acrescentado de glicerol (3 % v/v) (Tabela 4). Os meios foram esterilizados por 20

minutos, a 121 °C, resfriados e inoculados com o pré-inéculo (item 4.3) em uma
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propor¢ao de 2 % v/v. Os meios inoculados foram incubados em agitador orbital
rotatério a 37 °C nas agitagdes de 60 rpm ou estatico, por 9 dias. No quarto dia de
cultivo, adicionou-se 2 mL de agua destilada autoclavada aos cultivos visando evitar
a secagem dos mesmos. Os cultivos foram interrompidos no tempo de fermentagéo
oportuno, submetidos a extragdo aquosa, seguida de centrifugacao a 4500 rpm por
10 minutos e extragdo organica dos ramnolipideos (item 4.7.3.1) com posterior

quantificagc&o indireta pelo método de fenol-sulfurico (item 4.7.3.2) (Figura 15).

Figura 15 - Modelo esquematico do processo de produgao, extragao e quantificagao

de ramnolipideos obtidos por fermentacéo submersa estatica de leito raso.
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Fonte: O autor.
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4.5.4 Producao de Ramnolipideos por Fermentagao Submersa Estatica em
Placas de Cultivo Celular

Os ensaios foram realizados em placas de cultivo celular de fundo chato
estéreis, contendo 6 pogos com capacidade de 17 mL cada (Figura 16). Os meios
foram esterilizados por 20 minutos, a 121 °C, resfriados e inoculados com o pré-
in6culo (item 4.3) em uma proporgao de 2 % v/v. Aos pogos das placas de cultivo
celular adicionaram-se os seguintes volumes de meio de cultivo previamente
inoculado: 0,5 mL, 0,75 mL, 1 mL, 1,25 mL, 1,5 mL, 1,75 mL e 2 mL. As placas
foram entdo incubadas em estufa bacteriolégica em temperaturas de 37 °C por 9
dias. No quarto dia de cultivo, adicionou-se, quando necessario, agua destilada
autoclavada aos cultivos visando evitar a secagem dos mesmos (Tabela 5) (Figura
17). Os cultivos foram interrompidos no tempo de fermentagao oportuno, submetidos
a extragdo aquosa seguida de centrifugagdo a 4500 rpm por 10 minutos e extragéo
organica dos ramnolipideos (item 4.7.3.1) com posterior quantificagdo indireta pelo

método de fenol-sulfurico (item 4.7.3.2) (Figura 17).

Figura 16 - Placas de cultivo celular.

Fonte: O autor.



Tabela 5 - Volumes dos cultivos, por pogos, realizados em placa de cultivo celular.

Volume inicial de meio

Volume de agua adicionado no 4° dia de

(mL) cultivo (mL)
0,5 1
0,75 1

1 1

1 0,5
1,25 0,5
1,25 0,25
1,5 1
1,5 -
1,75 1
1,75 -

2 2
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Figura 17 - Modelo esquematico do processo de producgao, extragao e quantificagao

de ramnolipideos obtidos por fermentagcdo submersa estatica em placas de cultivo

celular.
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Fonte: O autor.

4.5.5 Produgao de Ramnolipideos por Fermentacao Submersa Estatica de Leito

Raso com Membrana de Agar

Os ensaios para Fermentagcdo Submersa Estatica de Leito Raso foram
realizados em frascos Erlenmeyer 125 mL de fundo redondo e fundo chato,
contendo membrana de agar composta por 5 mL de solugédo de agar 2 % (m/v)
(Figura 18). Os meios foram esterilizados por 20 minutos, a 121 °C, resfriados e
inoculados com 3 mL de meio de sais acrescentado de glicerol (3 % v/v) (Tabela 4)
adicionado do pré-indculo (item 4.3) em uma propor¢cado de 2 % v/iv. Os meios
inoculados foram incubados em agitador orbital rotatério a 37 °C por 9 dias. No

quarto dia de cultivo, adicionou-se 2 mL de agua destilada autoclavada aos cultivos
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visando evitar a secagem dos mesmos, também foram feitos controles sem a adigcao
de agua. Os cultivos foram interrompidos no tempo de fermentagcdo oportuno,
submetidos a extragdo aquosa seguida de centrifugagcéo a 4500 rpm por 10 minutos
e extragdo organica dos ramnolipideos (item 4.7.3.1) com posterior quantificagéo

indireta pelo método de fenol-sulfurico (item 4.7.3.2) (Figura 19).

Figura 18 — Cultivo por fermentacao submersa estatica de leito raso com membrana
de agar.

Fonte: O autor.
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Figura 19 - Modelo esquematico do processo de producgao, extragao e quantificagao
de ramnolipideos obtidos por fermentacdo submersa estatica de leito raso com

membrana de agar.
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4.5.6 Producao de Ramnolipideos por Fermentagao Submersa Estatica de Leito

Raso em Erlenmeyer de diferentes formatos

Os ensaios para Fermentagcdo Submersa Estatica de Leito Raso foram
realizados em frascos Erlenmeyer 125 mL de fundo redondo e fundo chato (Figura
20), contendo 3 mL de meio de sais acrescentado de glicerol (3 % v/v) (Tabela 4).
Os meios foram esterilizados por 20 minutos, a 121 °C, resfriados e inoculados com
0 pré-inoculo (item 4.3) em uma proporgéao de 2 % v/v. Os meios inoculados foram
incubados em agitador orbital rotatério a 37 °C por 9 dias. No quarto dia de cultivo,
adicionou-se 1 mL ou 2 mL de agua destilada autoclavada aos cultivos visando
evitar a secagem dos mesmos, também foram feitos controles sem a adicdo de

agua. Os cultivos foram interrompidos no tempo de fermentacdo oportuno,
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submetidos a extragcdo aquosa seguida de centrifugagéo a 4500 rpm por 10 minutos
e extragdo organica dos ramnolipideos (item 4.7.3.1) com posterior quantificagéo

indireta pelo método de fenol-sulfurico (item 4.7.3.2) (Figura 21).

Figura 20 — (A) Erlenmeyer de fundo reto e (B) Erlenmeyer de fundo abaulado.

Fonte: O autor.

Figura 21 - Modelo esquematico do processo de produgdo, extragao e quantificagao
de ramnolipideos obtidos por fermentagdo submersa estatica de leito raso em

erlenmeyers de diferentes formatos.

9dias

4 colénias 2% (v/v) 2% (u/v) a7°C

o -/ = -

- . )

o Q) 1216 @) sk :
Pré-dnéeulo ‘°°’_';'“ Pré-indauln  200P™ Inéeule:

1 2 Melo MSM
G3%

Extragao

Organica: * " Centrifugagdo a
CHClyMetanol ™%  Sobrenadante 4= 4500 rpm por 10
(3:1) = minutos
Evaporagda em Aquosa:
l Agitadar Orbital HZOd'
180 rpm/15 min

Fonte: O autor



69

4.5.7 Producao de Ramnolipideos por Fermentagcao Submersa Estatica de Leito
Raso em Erlenmeyer de fundo abaulado

Os ensaios para Fermentagcdo Submersa Estatica de Leito Raso (FSELR)
foram realizados em frascos Erlenmeyers 125 mL de fundo redondo, contendo 3 mL
de meio de sais acrescentado de glicerol (3 % v/v) (Tabela 4). Os meios foram
esterilizados por 20 minutos, a 121 °C, resfriados e inoculados com o pré-indculo
(item 4.3) em uma proporgéo de 2 % v/v. Os meios inoculados foram incubados em
estufa bacterioldgica em temperaturas de 37 °C, por 9 dias ou 12 dias. No quarto dia
de cultivo, 2 mL de agua destilada autoclavada foram adicionadas aos cultivos
visando evitar a secagem dos mesmos. Os cultivos foram interrompidos no tempo de
fermentagao oportuno, submetidos a extracdo aquosa seguida de centrifugacédo a
4500 rpm por 10 minutos e extracdo organica dos ramnolipideos (item 4.7.3.1) com

posterior quantificacéo indireta pelo método de fenol-sulfurico (item 4.7.3.2).

4.6 ANALISE DE EXPRESSAO GENICA EM CULTIVOS SUBMERSOS E
CULTIVOS SUBMERSOS ESTATICOS DE LEITO RASO EM ERLENMEYER DE
FUNDO ABAULADO

4.6.1 Avaliacao dos Perfis de Transcrigao por Fusao Transcricional: Montagem

das Fusodes Transcricionais e Ensaio de Atividade de B — Galactosidase

Para realizagdo dos ensaios de fusdo transcricional, os fragmentos de DNA
contendo as regides promotoras dos genes de interesse foram clonados em vetor
parental (Tabela 6), contendo o gene repérter lacZ (Amp~) (Figura 22). O nivel de
inducédo das regides promotoras analisadas foi verificado através de ensaios de
atividade de B-galactosidase (MILLER, 1992).
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Figura 22 — Desenho ilustrativo da clonagem da regido promotora do gene rhlA no

plasmideo patental pSW205.
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Fonte: O autor.

4.6.1.1 Plasmideos
Os plasmideos pSW205 e pECP60 (Tabela 3) foram cedidos pelo laboratério

do professor Everett Pesci (East Carolina University Department of Microbiology and

Immunology).

Tabela 6 — Plasmideos.

Antibiético de

Plasmideos Gene Vetor Parental B
Selecao
pSW205  Control translational LacZ Parent Ampicilina/Carbenicilina
pECP60 rhlA-LacZ translational pSW205 Ampicilina/Carbenicilina

4.6.1.2 Estoque

Os plasmideos foram extraidos, e transformados e mantidos em estirpes de
Escherichia coli, no laboratério de Fixagdo Bioldgica de Nitrogénio do departamento
de Bioquimica da Universidade Federal do Parana. Estas foram armazenadas em

glicerol 50 % a uma temperatura de -20 °C.
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4.6.1.3 Manipulacao de DNA

4.6.1.3.1 Extragao de DNA plasmidial

Para a realizacdo da extracdo plasmidial, 30 pL de células de E. coli,
contendo os respectivos plasmideos, foram inoculadas em 5 mL de meio LB (Tabela
6) adicionado do antibiético ampicilina (250 ug/mL), e incubadas a 37 °C, 180 rpm
por 16h. Aliquotas de 1,5 mL do cultivo de células foram coletadas em tubo
eppendorf, centrifugadas a 14000 x g por um minuto, € o sedimento obtido
ressuspendido em 150 pyL de GET (glucose 50 mM, EDTA 10 mM; Tris HCI pH 8,0
25 mM). As células foram lisadas acrescentado 150 pL de solucéo de lise (SDS 1%,
NaOH 0,18 M), e o pH neutralizado com 150 pyL de KacF (acetato de Potassio 3 M,
acido formico 1,8 M, pH 4,8). As células foram incubadas em gelo por 5 minutos,
seguida da adicao de 50 pL de fenol:cloroférmio:isoamilico (25:24:1). A mistura foi
homogeneizada, centrifugada por sete minutos a 14000 x g, e um volume de 450 pL
do sobrenadante foi transferido para tubo eppendorf. O DNA obtido foi precipitado
com etanol, seco em estufa a 30 °C e ressuspenso em 25 uL de agua ultra pura

autoclavada.

4.6.1.3.2 Eletroforese em gel de agarose
Os fragmentos de DNA obtidos na etapa de extragdo plasmidial foram
analisados por meio de gel de agarose 1 %, em tampao TBE 1x (Tris 89 mM, acido

boérico 89 mM, EDTA 2 mM). O gel foi corado com brometo de etidio 0,5 pyg/mL e

visualizados em transluminador de luz ultravioleta.

4.6.1.4 Transformagao Bacteriana por Choque Térmico

4.6.1.4.1 Célula Competente

O microrganismo preservado em meio LA (item 4.2) foi inoculado em 25 mL
de meio LB e incubado por 12 — 16 h a 37 °C e 200 rpm. Em seguida, 1000 uL da
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suspensao de células bacterianas foi inoculada em 100 mL de meio LB (2 % v/v) e
incubados a 37 °C, 200 rpm por 3 h (tempo necessario para o cultivo alcancar a D.O.
600 entre 0,4 e 0,6). O cultivo foi incubado em gelo por 30 minutos e em seguida
centrifugado a 14000 x g, por 5 minutos, a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o
pellet ressuspendido. As células foram lavadas com 50 mL de solugao de CaCl, 0,1
M gelada, incubada por 10 minutos e centrifugadas a 14000 x g, por cinco minutos, a
4 °C. O sobrenadante foi descartado e um volume de 200 pL de células (pellet
ressuspendido) foi aliquotado em tubos eppendorf estéreis (um tubo por plasmideos

de interesse).

4.6.1.4.2 Transformagao por Choque Térmico

Aliquotas de células competentes foram misturadas com 5 uL de plasmideos
intactos e incubadas em gelo por 30 minutos. Em seguida, os tubos eppenderfs
contento a mistura de DNA e células competentes formam transferidos para banho
maria laboratorial a 42 °C por 60 segundos e imediatamente incubados em gelo por
5 minutos. Apds recuperacédo em meio LB (Tabela 1) por uma hora, as células foram
plagueadas em meio LB adicionado de agar (item 4.2) contendo os devidos

antibioticos.

4.6.1.5 Ensaio de Atividade de B-galactosidase

A estirpe selvagem PAO1 foi transformada por choque térmico com
plasmideos contendo as regidbes promotoras a serem avaliadas (pSW205 ou
pECP60 — Tabela 5). As estirpes mutantes, preservadas em meio LA (item 4.2)
adicionado do antibiético Carbenicilina 200 ug/mL, foram primeiramente ativadas em
25 mL de meio LB contendo 100 pL do antibiético Carbenicilina 200 ug/mL por 12 —
16 h a 37 °C e 200 rpm (Pré-inéculo 1). Em seguida, 500 yL da suspensado de
células bacterianas foi inoculada em 25 mL de meio LB (2 % v/v) adicionado de 100
ML do antibidtico Carbenicilina 200 ug/mL e incubada a 37 °C de 5 — 6 h sob
agitacado de 200 rpm (D.O.00 nm €ntre 0,6 e 0,8) (Pré-inéculo 2). Uma proporgao de 2
% (v/v) do pré-inodculo 2 foi inoculada nos ensaios de fermentagdo submersa e

fermentacdo submersa estatica de leito raso em erlenmeyer de fundo abaulado,
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contendo 25 mL e 3 mL de meio de sais adicionado de glicerol (3 % v/v)
respectivamente (Tabela 2) (itens 4.4.1 € 4.6.7)

As culturas foram incubadas nos tempos de 24 h, 48 h, 72 h, 96 h e 120 h
para o estudo dos perfis de expressdo ao longo do tempo. Nos tempos oportunos,
os cultivos foram centrifugados a 4000 rpm por 10 minutos, e o pellet obtido
ressuspendido em vortex por 1 minuto com um volume de solugéo salina 0,9 % de
25 mL para os ensaios submersos e 3 mL para os ensaios submersos estaticos de
leito raso (reconstituicdo do volume inicial de meio de cultivo). A ressupensao obtida
foi submetida ao ensaio de atividade de B-galactosidade para a avaliagao do nivel de

indugao das regides promotoras analisadas (MILLER, 1992).

4.7 METODOS ANALITICOS

4.7.1 Determinacgao do Crescimento Bacteriano

O crescimento bacteriano foi acompanhado pela determinacdo da

absorbancia do meio de cultivo a 600 nm e por gravimetria.

4.7.2 Caracterizagao do Biofilme

A estrutura dos biofilmes foi verificada através de microscopia eletrénica de
varredura a partir dos cultivos contendo suporte sélido utilizando a cepa PAO1. Apds
fixagdo em Karnovisky (paraformaldeido 2 %, glutaraldeido 2,5 % em tampéo
cacodilato 0,1 M pH 7.2 a 4 °C) (KARNOVSKY, 1965). O material foi desidratado em
série alcodlica crescente e acetona, sendo o ponto critico obtido em um Bal-Tec
CPD - 030 com gas carbdnico. Em seguida foi feita a metalizagdo em ouro obtida
em um Balzers SCD — 030. As analises e a documentacdo do material foram feitas
no microscopio eletronico de varredura JEOL-JSM 6360 LV do Centro de
Microscopia Eletrébnica — Universidade Federal do Parana e no microscépio Philips
Quanta 200 (Centro de Microscopia da UEL). As amostras da superficie do biofilme

foram obtidas em diferentes resolugdes.
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4.7.3 Quantificagdo dos Ramnolipideos

4.7.3.1 Extragcao dos Ramnolipideos

Os cultivos foram interrompidos, no tempo de fermentagdo oportuno, e
submetidos a extragdo dos ramnolipideos com agua destilada em agitador orbital a
200 rpm, por 30 minutos em temperatura ambiente. Os extratos resultantes foram
centrifugados a 12.500 g a 25 °C por 10 minutos e os sobrenadantes submetidos a
extragdo organica com solugdo de cloroférmio/metanol (CHCI3:CH3;OH) (3:1)
adicionado de solugao de KCI 15 % (v/v). As fases orgéanicas, recuperadas por meio
de funil de separagao, foram concentradas em evaporador rotatério e os extratos
resultantes solubilizados em agua destilada para quantificagdo indireta dos

ramnolipideos pelo método de fenol-sulfurico (item 4.7.3.2).

4.7.3.2 Dosagem de Ramnose pelo Método do Fenol-Sulftrico

A determinacdo dos acgucares redutores totais, que possibilita a quantificagcéao
indireta dos ramnolipideos, foi realizada pelo método de fenol-sulfurico (DUBOIS et
al., 1956), utilizando-se uma curva padrdao de ramnose e leitura em
espectrofotdmetro a 480 nm (CAMILIOS-NETO, 2010).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

51 DEFINIGAO DE MODELO PARA AVALIAGAO DA PRODUGCAO DE
RAMNOLIPIDEOS POR BIOFILME DE Pseudomonas aeruginosa

A formacédo de biofilme estd associada a adesdo de uma populacdo de
microrganismos a uma superficie inerte ou organica formando estruturas complexas
envoltas por uma matrix formada por polissacarideos, proteinas e acido nucleicos.
Estas estruturas estdo relacionadas com o arsenal de viruléncia do patdégeno
oportunista Pseudomonas aeruginosa. Entre os fatores de viruléncia desta bactéria
estdo os ramnolipideos. Deste modo, baseados em uma possivel relacdo positiva
entre formacao de biofilme e produgdo de ramnolipideos o presente trabalho tratou
do desenvolvimento de modelos, utilizando diferentes suportes sélidos, de modo a
definir uma boa condi¢cdo para se avaliar a produgao de ramnolipideos por biofilme
de Pseudomonas aeruginosa (Figura 23). Os ensaios para Fermentagdo Submersa
foram utilizados em todas as etapas do trabalho como controle, uma vez que esta é
a estratégia fermentativa mais aplicada para a produgcdo do metabdlito em escala

laboratorial e industrial (Figura 23).
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Figura 23 — Fluxograma das estratégias fermentativas avaliadas para a produgao de

ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa.
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quantificacdo de
ramnolipideos

Fermenta¢do Submersa estitica em
placas de cultivo celular

Fermentacao Submersa estatica de
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fusdo traducional rhiA-LacZ
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Fonte: O autor.



77

5.1.1 Producao de Ramnolipideos por Fermentagdao Submersa com Presencga
de Suporte Soélido Inerte

5.1.1.1 Efeito da presenca de um suporte sélido inerte na produgcao de

ramnolipideos

Devido ao fato de cultivos com baixa agitagcdo, portanto microaerdfilos,
estimularem o desenvolvimento de biofilmes de estrutura complexa (ZHENG et al.,
2017; DAVEY et al., 2003), o primeiro bloco de experimentos deste trabalho foi
realizado para avaliar o efeito da presenca de diferentes suportes inertes, sendo
estes algodao, gaze e la de vidro, em cultivos microaerdfilos (agitados a 60 rpm). Os
ensaios foram comparados com cultivo submerso também microaerdfilo (agitado a
60 rpm) (Figura 24).
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Figura 24 - Producdo de Ramnolipideos por Fermentacdo Submersa com Presenca

de Suporte Sélido Inerte.
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FSb_60rpm_Algodao, cultivo submerso microaeréfilo na presengca de 0,5 g de algodao;

FSb_60rpm_La de Vidro, cultivo submerso microaerdfilo na presenga de 0,5 g de 1a de vidro;

FSb_60rpm_Gaze, cultivo submerso microaerdfilo na presengca de 0,5 g de gaze;

FSb_60rpm, cultivo submerso microaerdfilo sem a presenca de matriz sélida de baixa

interferéncia. Os cultivos foram incubados a 37 °C por 9 dias. Os resultados s&o

apresentados como médias de pelo menos triplicatas £ desvio padrao. As diferentes letras

minuUsculas sobre as barras indicam diferenca estatisticamente significativa em teste de

Tukey, p-valor <0,001.

Os resultados indicaram que a inser¢ao dos trés diferentes suportes inertes

avaliados culminou em um aumento significativo na produgdo de ramnolipideos

comparado a fermentagcdo submersa (FSb_60rpm) (p<0,0005), revelando que a

presenca de um suporte sélido estimula a sintese do metabdlito pelo microrganismo
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Pseudomonas aeruginosa. Estes resultados encontram-se de acordo com os obtidos
com cultivo so6lido, contendo bagago de cana e torta de milho adicionados de glicerol
e Oleo de soja 6 % (v/v), que proporcionaram produgdes até 15 vezes superiores as
obtidas por cultivo submerso com Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 614
(CAMILIOS-NETO et al.,, 2011). Dentre os suportes avaliados, a gaze
(FSb_60rpm_Gaze) mostrou-se como material mais interessante para producédo de
ramnolipideos por biofime de Pseudomonas aeruginosa, alcangcando producdo
média de 2,33 g/L, assim, este foi o0 modelo selecionado para o préximo bloco de
experimentos. Quanto aos ensaios utilizando algodao (FSb_60rpm_Algodéo) e 1a de
vidro (FSb_60rpm_L& de Vidro), apesar de serem significativamente superiores aos
resultados obtidos pela fermentagcdo submersa microaerdfila, estes foram também
significativamente inferiores aos resultados obtidos com a gaze. Por outro lado,
imagens de microscopia eletrbnica de varredura apontam para um maior
desenvolvimento de biofilme no cultivo com |a de vidro (Figura 25). Neste suporte
inerte observa-se uma alta cobertura da fibra de 1&a de vidro por células de
Pseudomonas aeruginosa envoltas por uma matrix. Embora haja essa diferenga
entre os suportes sélidos, pode-se observar a formacao de estruturas na forma de
colunas nas trés condigbes avaliadas, indicando o estabelecimento de um possivel

biofilme nos trés cultivos e justificando a escolha do modelo com gaze.
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Figura 25 — Microscopia de Varredura em cultivos Submersos com Presenca de
diferentes Suportes Sdlidos Inertes.

(A) La de vidro; (B) Algodao; (C e D) Gaze. Setas pretas: Estrutura de biofilme de

Pseudomonas aeruginosa. Seta branca: Fibra de gaze.

5.1.1.2 Efeito da agitacdo e aeragdo do meio sobre a produgao de

ramnolipideos em cultivo submerso na presenga de gaze

De modo a avaliar a potencial influéncia da agitacédo e aeragéo dos cultivos
sobre a producao do biossurfactante, comparou-se cultivos submersos e submersos
na presenca de gaze sob as agitagdes de 60 rpm (microaerdfilo), 200 rpm (aerdbio)
ou estatico (microaerdfilo) (Figura 26).

Em relagao a fermentagado submersa com auséncia de suporte soélido pode-se
constatar um aumento significativo da produgdo de ramnolipideos ao se elevar a
agitacdo do cultivo de 60 rpm (FSb60rpm) para 200 rpm (FSb200rpm). Este
resultado pode ser explicado pela provavel baixa taxa de transferéncia de oxigénio

no cultivo com baixa agitagcdo, que culmina em uma diminuigdo do rendimento
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producao, devido a baixa capacidade fermentativa deste microrganismo (WU et al.,
2017).

Quanto aos cultivos com gaze, os ensaios estaticos (FSbE_Gaze) e com
agitacdo de 60 rpm (FSbE60rpm_Gaze) apresentaram produgdes estatisticamente
idénticas; entretanto ambos diferiram estatisticamente do cultivo com agitagdo de
200 rpm (FSbE200rpm_Gaze), que apresentou um incremento de aproximadamente
duas vezes na producdo do surfactante (Figura 26). Por outro lado, os cultivos
submerso e submerso na presenga de gaze, ambos na agitacdo de 200 rpm, n&o
apresentaram diferenca estatistica, entre eles, na producdo das moléculas
avaliadas. Estes resultados sugerem que, nas condigcbes avaliadas, a variavel
influenciadora da produgéo de ramnolipideos é a agitagdo/aeragao e n&o a presenga
do suporte sélido.

Figura 26 - Avaliagdo do efeito da agitagdo/aeracado na produgcédo de ramnolipideos

em cultivo submerso na presenca de gaze.
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FSbE_Gaze, cultivo submerso estatico na presenca de 0,5g de gaze como suporte sélido;
FSb60rpm_Gaze, cultivo submerso microaerdfilo na presenca de 0,5g de gaze como

suporte solido; FSb200rpm_Gaze, cultivo submerso na presenca de 0,5g de gaze como
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suporte solido; FSb60rpm, cultivo submerso microaerdfilo ausente de suporte sélido;
FSb200rpm, cultivo submerso ausente de suporte sélido. Os cultivos foram incubados a 37
°C por 9 dias. Os resultados sdo apresentados como médias de pelo menos triplicatas +
desvio padrdo. As diferentes letras mindsculas sobre as barras indicam diferenga

estatisticamente significativa em teste de Tukey, p-valor <0,05.

Estudos de otimizacdo da producdo de ramnolipideos por Pseudomonas
aeruginosa em cultivos submersos vém demonstrando que a elevagao da agitagao e
aeragcdo do cultivo apresenta efeito positivo na producdo de ramnolipideos (EL-
HOUSSEINY et al., 2016; WEI; CHOU; CHANG, 2005; ZHU et al., 2012). Zhu et al.
(2012), em estudo com Pseudomonas aeruginosa O-2-2, monstraram que o
aumento da agitagdo de 180 rpm para 500 rpm resultou em um incremento de
aproximadamente cinco vezes na produgdo de ramnolipideos (ZHU et al., 2012);
enquanto Wei, Chou e Chang (2005) constataram um aumento de quase 80% da
producdo do biossurfactante ao elevar a agitagdo de 50 rpm para 200 rpm, em
cultivo com Pseudomonas aeruginosa J4.

Deste modo, este modelo (desenvolvimento de biofilme em matriz inerte) ndo
se mostrou adequado para a avaliacdo comparativa da producdo de ramnolipideos

por fermentagdo submersa classica e por biofiime de Pseudomonas aeruginosa.

5.1.2 Producao de Ramnolipideos por Fermentagcao Semissélida Estatica em

Sistema de Difusao Controlada de Nutrientes

Os proximos blocos de experimentos tratam do desenvolvimento de um
sistema de produgao de ramnolipideos por biofilme, que adicionalmente proporcione
um controle de difusdo de nutrientes. Estes experimentos utilizaram minirreatores de
agar (a descricao completa da montagem destes pode ser vista no item 4.5.2.2 dos

materiais e métodos).
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5.1.2.1 Avaliagao da presenca de um suporte sélido e do volume do meio de
cultivo, que recobre o suporte sélido, sobre a producao de ramnolipideos

De modo a avaliar o efeito da presenga de minirreatores de agar e do volume
do meio de cultivo sobre a producdo de ramnolipideos, foram comparados trés
processos fermentativos distintos: (1) fermentacéo submersa [FSb], (2) fermentagao
semissolida estatica, em minirreatores de agar [(FSSE-MRA) - 5 mL de meio de
cultivo] e (3) fermentacdo semissolida estatica, em minirreatores de agar submersos
[(FSSE-MRA-Sub) - 16 mL de meio de cultivo] (Figura 27). Ao comparar os cultivos
de FSb e FSSE-MRA, pode-se observar um aumento significativo na produgéao de
ramnolipideos ao se adicionar MRA ao meio de cultivo (MRA) (p<0,0001), revelando
que a presenca de um suporte solido estimula a sintese do metabdlito pelo
microrganismo Pseudomonas aeruginosa. O efeito positivo da presengca de um
suporte solido ja foi mostrado em fermentagdes semissdlidas utilizando matrix solida
composta por farinha de colza seca e farelo de trigo (1:1), agitadas a 200 rpm (WU
et al., 2017), sendo essa superior, aproximadamente 1,56 vezes, as encontradas na
literatura para fermentagdo submersa (EL-HOUSSEINY et al., 2016; WU et al.,
2017).

Em relagdo ao volume de meio de cultivo, pode se notar que o excesso de
meio liquido no processo de FSS-MRA-Sub levou a uma reducdo na producao de
ramnolipideos em relacdo ao cultivo de FSS-MRA (p>0,0001), a um valor
estatisticamente igual ao obtido por FSb (Figura 27), indicando que uma baixa
coluna de meio de cultivo estimula a sintese de ramnolipideos por Pseudomonas
aeruginosa. Esta hipotese pode ser sustentada pelo fato de que altas colunas de
liquido dificultam a difusdo e consequentemente a disponibilidade de oxigénio para o
microrganismo em cultivos sem agitagdo (SIVAPRAKASAM, MAHADEVAN,
GOPALARAMAN, 2008), prejudicando assim o desempenho do metabolismo do
mesmo (Figura 26). Deste modo, o processo de FSS-MRA mostrou-se como o mais

promissor.
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Figura 27 - Produgdo de ramnolipideos obtida por fermentacdo submersa,
fermentagao semissolida estatica em minirreatores de cubos de agar e fermentacao

semissolida estatica, em minirreatores de cubos de agar submersos.
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FSb, fermentacao submersa; FSS-MRA, fermentacao semissolida estatica, em minirreatores
de agar; FSSE-MRA-Sub, fermentagdo semissolida estatica, em minirreatores de agar
submersos. Os cultivos foram incubados a 37 °C por 9 dias. Os resultados s&o apresentados
como médias de pelo menos ftriplicatas + desvio padrdo. As diferentes letras minusculas
sobre as barras indicam diferenga estatisticamente significativa em teste de Tukey, p-valor
<0,001.

A analise de microscopia eletrénica de varredura do cultivo FSS-MRA aponta
para um estabelecimento eficiente do biofilme nos minirreatores de agar. Este, por
sua vez, ndo aparenta apresentar uma firme aderéncia ao suporte, 0 que sugere que
o mesmo tenha apenas a fungdo de apoio para o desenvolvimento do biofilme.

Diferentemente dos cultivos em suportes sodlidos inertes, nos ensaios com
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minirreatores de agar observa-se a formagao de dobras na estrutura do biofiime ao

invés da formagao de colunas (Figura 28).

Figura 28 — Microscopia eletrénica de varredura do cultivo FSS-MRA.

Seta preta: Pseudomonas aeruginosa

5.1.2.2 Avaliagao da composicdo dos minirreatores de cubos de agar sobre a
producao de ramnolipideos.

Ensaios de fermentacdes semissolidas estaticas em minirreatores de cubos
de agar [(FSSE-MRA) com diferentes composi¢des foram realizados para se avaliar
o efeito da composicdo dos MRA sobre a producédo de ramnolipideos por biofilme
(Figura 29).

A comparacgao dos ensaios de FSSE com MRA composto de agar 1,5 % (m/v)
e 4gua (Agua) e FSSE com MRA composto por agar 1,5 % (m/v) + solucéo de sais +
glicerol 3 % (v/v) (MSM G3) revelou que a presenga de meio de cultivo, dentro dos

minirreatores, levou a um incremento significativo na produ¢cdo de ramnolipideos
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(Figura 29). Este resultado sugere que o aumento da producdo de ramnolipideos
alcancado com a presenga do meio de cultivo, dentro dos minirreatores, esteja
relacionado com a possivel entrega controlada dos nutrientes contidos neste meio.
No entanto, o aumento na concentragcédo de glicerol dentro dos MRA para 6 %, por
sua vez, propiciou efeito inibitério na produg¢ao de ramnolipideos por este sistema,

quando comparado ao ensaio MSM G3.

Figura 29 - Fermentagdes semissolidas estaticas em minirreatores de cubos de

agar. Avaliacdo da composigao dos reatores.
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Agua, agar 1,5 % (m/v) em agua; MSM G3, agar 1,5 % (m/v) + solugdo de sais + glicerol 3
% (v/v); MSM G6, agar 1,5 % (m/v) + solugdo de sais + glicerol 6 % (v/v). Os cultivos foram
incubados a 37 °C por 9 dias. Os resultados sdo apresentados como médias de pelo menos
triplicatas = desvio padrdao. As diferentes letras minlsculas sobre as barras indicam

diferenca estatisticamente significativa em teste de Tukey, p-valor <0,001.

5.1.2.3 Avaliagao da capacidade de entrega controlada de nutriente

Visando analisar a capacidade de entrega controlada de nutrientes dos MRA

para 0 microrganismo, realizaram-se ensaios com adi¢do, ao sistema, de torta de
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milho (subproduto sélido da extracdo de 6leo de milho), suplementada ou n&do com
Oleo de soja (Figura 30). Um elevado incremento na produgcédo de ramnolipideos foi
obtido tanto com a adigao de torta de milho (MSM G3/TM) como com a adi¢cao de
torta de milho mais 6leo de soja (MSM G3/TM+0OS), tendo este ultimo alcangado
producao superior a 50 g/L. Estes resultados mostraram-se condizentes com os
obtidos por Camilios-Neto et al. (2011) onde a adi¢cao de torta de milho e dleo de
soja ao meio de cultivo induziram a produgédo de ramnolipideos por Pseudomonas
aeruginosa UFPEDA 614.

Figura 30 - Fermentagbes semissolidas estaticas em minirreatores de cubos de
agar. Avaliacédo da adigdo de agentes indutores da produgao de ramnolipideos, torta
de milho (TM) e 6leo de soja (OS).
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MSM G3, 4gar 1,5 % (m/v) + solugdo de sais + glicerol 3 % (v/v); MSM G3/TM, agar 1,5 %
(m/v) + solugado de sais + glicerol 3 % (v/v) + torta de milho 5 %; e MSM G3/TM+QOS, agar

1,5 % (m/v) + solugdo de sais + glicerol 3% (v/v) + torta de milho 5 % + 6leo de soja 1 %. Os
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cultivos foram incubados a 37 °C por 9 dias. Os resultados sdo apresentados como médias
de pelo menos triplicatas + desvio padrao. As diferentes letras minUsculas sobre as barras

indicam diferenca estatisticamente significativa em teste de Tukey, p-valor <0,001.

O aumento da producao pela adicdo de torta de milho aos minirreatores de
agar pode ser justificado pela composigdo complexa deste residuo agroindustrial. A
torta de milho apresenta em sua composig¢ao lipideos, proteinas, fibras, residuos
minerais e carboidratos; sendo este ultimo encontrado em altas taxas (CAMILIOS-
NETO, 2010). Estes nutrientes podem ser consumidos pelo microrganismo,
metabolizados pela via de sintese de novo de acidos graxos e pela via de
biossintese da dTDP-L-ramnose, para posteriormente serem convertidos a
ramnolipideos.

Quanto ao incremento na producdo pela incorporagao de 6leo de soja nos
minirreatores de agar, este pode ser justificado pelo alto teor de acido oleico (21,42
— 23,44 %) e acido linoleico (52,92 - 56,02 %) (ZAMBIAZI et al., 2007). Estes 6leos
ja foram descritos por estimular a biossintese de ramnolipideos, de modo que os
maiores rendimentos alcancados para a produgdo desta biomolécula envolvem
cultivos contendo O6leos vegetais em sua composicao (CAMILIOS-NETO, 2010;
GUNSTONE, 1984; JI et al., 2016; ROBERT et al., 1989; SIM et al., 1997; WU et al.,
2017).

Apesar do modelo com minirreatores de agar mostrar-se como um modelo
interessante para a produgao de ramnolipideos, este apresenta certas desvantagens
para a avalicdo do perfil de expressao génica em biofiime de Pseudomonas
aeruginosa produtores de ramnolipideos, como a dificuldade de recuperacao da
biomassa, utilizada nos ensaios de [B-galactosidase, uma vez que esta pode ficar
‘presa” nos minirreatores de agar. Além disso a torta de milho pode se desprender
dos minirreatores durante o processo de extragdo aquosa dos ramnolipideos; de
modo que durante o processo de centrifugagdo do meio para a recuperagdo da
biomassa esta torta sedimenta juntamente a biomassa, atrapalhando a realizagéo do
ensaio de B-galactosidase.

A complexidade da composi¢cao dos minirreatores de agar dificulta a analise
de expressao génica, uma vez que identificar possiveis fatores que alteram o perfil
de expressao, dos genes de interesse, em meio a tamanha complexidade torna-se

algo bem dificil.
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5.1.3 Fermentagao Submersa Estatica de Leito Raso

Os proximos blocos de experimentos tratam do desenvolvimento de um
sistema de producdo de ramnolipideos por biofiime formado em processo de

fermentagdo submersa de leito raso.

5.1.3.1 Avaliacao da produgao de ramnolipideos por Fermentagao Submersa de

Leito Raso com e sem agitagao do cultivo.

Devido a dificuldade de recuperar a biomassa em cultivos onde suportes
sélidos sao adicionados e a desvantagem acerca de cultivos com meios complexos,
surgiu a necessidade do desenvolvimento de um modelo simples para a produgao
de ramnolipideos por biofilme. Para isto decidiu-se avaliar a producdo do
biossurfactante por fermentagcdo submersa de leito raso (frascos Erlenmeyer de 125
mL contento 3 mL de meio de cultivo), onde o proprio fundo do frasco Erlenmeyer
serviria de suporte para o desenvolvimento do biofilme. Note que a adicdo de agua
destilada foi necessaria nos cultivos de leito raso, uma vez que, estes ressecam
durante o periodo de incubacéo.

Na figura 31 estdo apresentados os resultados referentes a fermentagao
submersa estatica de leito raso com adicdo de 2 mL de agua destilada no 4° dia de
cultivo (CSbE3+2H20), fermentagdo submersa de leito raso com agitagdo de 60 rpm
e adicdo de 2 mL de agua destilada no 4° dia de cultivo (CSb3_60rpm+2H20) e
fermentagdo submersa classica (CSb_200 rpm e com relagdo coluna de ar/meio
1:5).

O cultivo CSbE3+2H20 apresentou producdgo de ramnolipideos
significativamente superior a obtida pelos demais métodos fermentativos avaliados.
A agitacdo, mesmo que baixa, desse modelo culminou em um decréscimo na
producao do biossurfactantes, alcangando valores inferiores ao observado no cultivo
submerso classico. Esse resultado pode ser devido ao rompimento da estrutura de
um possivel biofiime formado durante o periodo de incubagdo do cultivo, o que
desfavoreceu a produgao dos ramnolipideos (CAMILIOS-NETO, 2010).
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Figura 31 - Producao de ramnolipideos por Fermentacdo Submersa de Leito Raso

com e sem agitacéo do cultivo.
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CSbE3+2H20, fermentagdo submersa estatica de leito raso com adigdo de 2 mL de agua
destilada no 4° dia de cultivo; CSb3 _60rpm+2H20, fermentagao submersa de leito raso com
agitacao de 60 rpm e adigdo de 2 mL de agua destilada no 4° dia de cultivo; CSb_200 rpm,
fermentagdo submersa classica. Os cultivos foram incubados a 37 °C por 9 dias. Os
resultados sdo apresentados como médias de pelo menos triplicatas + desvio padrao. As
diferentes letras minusculas sobre as barras indicam diferenga estatisticamente significativa

em teste de Tukey, p-valor <0,01.
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5.1.4 Producao de Ramnolipideos por Fermentacao Submersa Estatica em
Placas de Cultivo Celular

A auséncia de homogeneidade entre o formato dos frascos Erlenmeyer
utilizados (diametro da boca e formato do fundo) combinada com o pequeno volume
de meio (3 mL) dos cultivos dificultaram reprodutibilidade dos experimentos de
fermentagdo submersa de leito raso, o que dificultou uma analise mais precisa do
perfil de produgdo dos ramnolipideos. O formato do frasco influencia na taxa de
secagem do leito ao longo do tempo de cultivo, de modo que os cultivos em frascos
com boca larga tendem a secar mais rapidamente do que cultivos em frascos com
boca estreita. Essa secagem diferencial tem efeito direto na produgdo de
ramnolipideos, de modo que, ao final do periodo de incubacéo, os cultivos que se
mantiveram liquidos apresentavam uma maior produc¢ao de ramnolipideos do que os
cultivos que secaram totalmente ou quase totalmente. Adicionalmente, o formato do
fundo do frasco também influencia na producéo do surfactante. Cultivos em frascos
com fundo abaulado aparentemente propiciam uma maior produgdo de
ramnolipideos do que cultivos em frascos com fundo reto. Deste modo se fez
necessario a busca por alternativas que corrigissem os problemas apresentados
nesta etapa de desenvolvimento do trabalho.

Uma das alternativas avaliadas foi a produ¢cado de ramnolipideos em placas de
cultivo celular (Figura 32). Estas placas apresentam pogos com tamanho e formato
idénticos, o que resolveria em teoria o problema da falta de homogeneidade dos
frascos de Erlenmeyer.

Deste modo, foi realizado experimento de avaliacdo de diferentes volumes de
meio adicionados aos pogos (Tabela 5, item 4.5.4 dos materiais e métodos), a fim de
definir o volume ideal de meio de cultivo para a producéo do surfactante. Note que a
adicdo de agua destilada foi necessaria nos cultivos de com volume inicial de meio
de 1,25 mL e 1,0 mL, uma vez que estes ressecam durante o periodo de incubacéo.
Os resultados referentes aos ensaios com volume inicial de 0,5 mL e 0,75 mL de
meio de cultivo ndo estdo apresentados neste trabalho, uma vez que estes secaram
totalmente antes do 4° dia de incubacao.

Apesar de alguns ensaios apresentarem produgbes significativamente
superiores aos outros, nenhum dos cultivos avaliados alcangou ou superou a

producao de 3,9 g/L obtida por fermentacdo submersa classica. Tal resultado indica
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que possivelmente a coluna de ar do sistema de fermentacdo € importante para a
producao eficiente do biossurfactante por Pseudomonas aeruginosa. Nos cultivos
em placa de cultivo celular a coluna de ar é baixa, de modo que a quantidade de
oxigénio disponivel para o consumo pelo microrganismo € reduzida se comparada
com frascos de Erlenmeyer. Essa redugdo na quantidade de oxigénio disponivel
muito possivelmente afeta negativamente o desempenho do microrganismo,

reduzindo consequentemente a biossintese de ramnolipideo.

Figura 32 - Produgédo de ramnolipideos por Fermentagdo Submersa Estatica em

Placas de Cultivo Celular.
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FSbE_plate 2 mL, fermentagao submersa estatica com volume inicial de meio de 2 mL;

FSbE_plate 1,75 mL, fermentagdo submersa estatica com volume inicial de meio de 1,75
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mL; FSbE_plate_1,5 mL, fermentacao submersa estatica com volume inicial de meio de 1,5
mL; FSbE_plate_1,25 mL+0,25H20, fermentacdo submersa estatica com volume inicial de
meio de 1,25 mL, com adigdo de 0,25 mL de agua no quarto dia de cultivo;
FSbE plate 1mL+1H20, fermentacido submersa estatica com volume inicial de meio de 1
mL, com adi¢do de 1 mL de agua no quarto dia de cultivo. Os cultivos foram incubados a 37
°C por 9 dias. Os resultados sdo apresentados como médias de pelo menos duplicatas *
desvio padrdo. As diferentes letras minusculas sobre as barras indicam diferenga

estatisticamente significativa em teste de Tukey, p-valor <0,05.

5.1.5 Produgao de Ramnolipideos por Fermentagao Submersa Estatica de Leito

Raso com Membrana de Agar

Em virtude da importancia da coluna de ar para a producido de ramnolipideos,
concluiu-se que o modelo escolhido para avaliar a produgao de ramnolipideo por
biofiilme de Pseudomonas aeruginosa deveria ser desenvolvido em frascos de
Erlenmeyer. Deste modo optou-se por investir nos ensaios de fermentagao
submersa estatica de leito raso. Visando corrigir o problema de homogeneidade dos
frascos de Erlenmeyer, foram realizados experimentos com frascos de boca estreita
contendo no fundo membrana de agar composta por 5 mL de solugao de agar 2 %
(m/v), com a finalidade de eliminar a influéncia do formato do fundo do frasco sobre
a produgao do surfactante. Foi avaliado também a influéncia da adicdo de agua
destilada no 4° dia de cultivo sobre esta producao.

A adicao de agua nao apresentou efeito significativo sobre a producao de
ramnolipideos (Figura 33), uma vez que esta tem apenas a fungdo de evitar a
secagem do meio até a interrup¢ao do cultivo, e neste caso a presenca do agar ja é
suficiente para evita o ressecamento completo do cultivo. Além disso, constatou-se
que a adicado da membrana de agar nos frascos de Erlenmeyer culminou em um
decréscimo na produgéo, atingindo valores inferiores ao observado na fermentagéo

submersa classica (comparar Figuras 31 e 33).
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Figura 33 - Producdo de ramnolipideos por Fermentacdo Submersa de Leito Raso

com membrana de agar.

Ramnolipideos (g/L)

CSbE3_agar, cultivo submerso estatico de leito raso na presenca de membrana de agar 2
%; CSbE3_agar+2H20, cultivo submerso estatico de leito raso na presenga de membrana
de agar 2 % e adicdo de 2 mL de agua destilada no quarto dia de cultivo. Os cultivos foram
incubados a 37 °C por 9 dias. Os resultados sdo apresentados como médias de pelo menos
triplicatas + desvio padrdao. As médias sao consideradas estatisticamente idénticas para p-

valor >0,001.em teste de Tukey.

5.1.6 Producao de Ramnolipideos por Fermentacao Submersa Estatica de Leito

Raso em Frascos Erlenmeyer de diferentes formatos

5.1.6.1 Avaliagao da influéncia do formato do frasco sobre a producao de

ramnolipideos

Levando em consideracdo a relevancia do formato do fundo dos frascos de
Erlenmeyer no modelo de fermentacdo submersa estatica de leito raso, foram
avaliadas as producdes de ramnolipideos em frascos de boca estreita e fundo reto e
em frascos de boca estreita e fundo abaulado, de modo a se encontrar o formato de

frasco ideal para a produgao de ramnolipideos por biofilme.
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A utilizacdo do frasco de fundo abaulado propiciou um aumento pequeno,
porém significativo, na producao do surfactante (Figura 34). As razdes pela qual
este formato especifico de frasco influencia positivamente a producdo de
ramnolipideos € desconhecida, porém acredita-se que possa estar associada a
formagao de um “gradiente” de altura de leito nesta condigdo. Nos frascos de fundo
abaulado, diferentemente dos frascos de fundo reto, o meio de cultivo distribui-se de
modo desigual no fundo do Erlenmeyer, de modo que a maior parte do meio se
concentra nas laterais do mesmo. Assim, a porcao central do frasco fica recoberta
por uma pelicula de meio bem fina, e a espessura desta aumenta gradativamente

em direcao as laterais do frasco.

Figura 34 - Avaliacdo da influéncia do formato do frasco sobre a producgado de

ramnolipideos.

(=]
1
*

H
1

Ramnolipideos (g/L)

2- :
0 o o
N NG
& &
xq' o"q'
O
(] 2
& v
< P
&

Fundo Redondo + 2 mL, fermentacdo submersa estatica de leito raso em erlenmeyer de
fundo redondo com adigao de 2 mL de agua destilada no 4° dia de cultivo; Fundo Abauladoo
+ 2 mL, fermentagdo submersa estatica de leito raso em erlenmeyer de fundo abaulado com
adicdo de 2 mL de agua destilada no 4° dia de cultivo. Os cultivos foram incubados a 37 °C
por 9 dias. Os resultados sao apresentados como médias de pelo menos triplicatas + desvio
padrao. As médias sao consideradas estatisticamente distintas para p-valor <0,005 em teste

de Tukey.
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Essa diferencga na altura do leito ao longo do fundo do Erlenmeyer culmina em
exposicoes ambientais distintas para as células situadas nas diferentes porgdes do
frasco. Em um primeiro momento as células situadas na regido central do
Erlenmeyer encontram-se em uma condigdo ambiental 6tima. Com o passar do
tempo de incubagao dos ensaios, entretanto, devido a secagem do meio de cultivo,
estas células ficam expostas a condigbes estressantes, como baixa disponibilidade
de agua e nutrientes. Tais condi¢gbes levariam a uma maior ativagao do circuito de
quorum-sensing nestas células e um desenvolvimento de biofiime, a partir dessas,
anterior ao observado na regidao lateral do fundo do Erlenmeyer. Condi¢des
estressantes, tais como baixas taxas de aeragdo para as células afastadas da
superficie do biofilme; dificuldade no acesso aos nutrientes, assim como baixas
taxas de crescimento associadas a uma disponibilidade restrita de agua foram
descritas como capazes de estimular o circuito QS (HENTZER et al., 2003). Estudo
realizado por Flickinger et al. (2011) demonstraram que o biofilme de Pseudomonas
aeruginosa formado inicialmente secretam moléculas sinalizadoras de quorum
sensing do tipo HSLs, formando um gradiente de concentragéo destas moléculas em
seu entorno, ativando o circuito de quorum-sensing e acelerando o desenvolvimento
de biofilme das células encontradas nessa regiao.

Deste modo, a hipétese do presente trabalho baseia-se em uma possivel
maior ativacdo do circuito de quorum sensing (QS) nas células do biofilme situadas
na regiao central do fraco de Erlenmeyer, devido as condigdes estressantes em que
estdo expostas. Por serem difusiveis, estas moléculas difundiriam em direcdo as
laterais do frasco, ativando o circuito de quorum-sensing nas células encontradas
nessas regides. Com o QS ativado e disponibilidade de nutrientes no meio, estes
microrganismos sao capazes de produzir uma maior quantidade de ramnolipideos.

Assim, o modelo de fermentagdo submersa estatica em leito raso em
Erlenmeyer de fundo abaulado foi definido como o modelo ideal para avaliar o perfil

de produgao de ramnolipideos por biofilme de Pseudomonas aeruginosa.
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5.1.6.2 Efeito do volume de agua adicionado durante o cultivo na produgao de

ramnolipideos.

Dado que a adicdo de agua (no quarto dia de cultivo) tem a fungao de evitar
que os cultivos sequem totalmente antes do tempo oportuno de interrupgdo, o
préoximo bloco de experimento teve como objetivo avaliar o efeito do volume de agua
adicionado aos cultivos sobre a produgao dos ramnolipideos (Figura 35).

Os resultados demonstram que nao ha diferenca significativa na produgao de
ramnolipideos entre os cultivos submerso estatico com adigdo de 1 mL de agua e
submerso estatico sem adicdo de agua. Ambos, porém apresentam uma menor
producao do surfactante em relacido ao cultivo submerso.

Os trés ensaios (F. Abaulado+imL, F. Abaulado e FSb) diferem
estatisticamente do ensaio de fermentagcao submersa estatica com adigdo de 2 mL
de agua, que apresentou uma produgado até 1,6 vezes superior ao demais cultivos.
Assim, o volume de 2 mL de agua destilada foi definido como o volume a ser
adicionado no 4° dia de cultivo, uma vez que além de garantir que os cultivos se
mantenham liquidos por todo periodo de incubagao foi capaz de incrementar a

producgao do surfactante.
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Figura 35 - Avaliagdo do efeito do volume de agua adicionado durante o cultivo na

produgcao de ramnolipideos.
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F. Abaulado + 2 mL, fermentagdo submersa estatica de leito raso com adicdo de 2 mL de
agua destilada no 4° dia de cultivo; F. Abaulado + 1mL, fermentagcdo submersa estatica de
leito raso com adicdo de 1 mL de agua destilada no 4° dia de cultivo; F. Abaulado,
fermentacdo submersa estatica de leito raso sem adicdo de agua destilada no 4° dia de
cultivo; FSb, fermentagdo submersa. Os cultivos foram incubados a 37 °C por 9 dias. Os
resultados sao apresentados como médias de pelo menos triplicatas + desvio padrao. As
diferentes letras minusculas sobre as barras indicam diferenca estatisticamente significativa

em teste de Tukey, p-valor <0,01.

5.2 CINETICA DE PRODUGAO DE RAMNOLIPIDEOS POR FERMENTAGAO
SUBMERSA E SUBMERSA ESTATICA DE LEITO RASO EM ERLENMEYER DE
FUNDO ABAULADO

Na figura 36 estdo apresentados os resultados comparativos da cinética de
producdo de ramnolipideos por fermentacdo submersa classica e fermentacao
submersa estatica de leito raso em Erlenmeyer de fundo abaulado. Os cultivos foram
avaliados por um periodo de 12 dias com adigdo de 2 mL de agua destilada no 4°dia

de cultivo dos ensaios de fermentacao submersa estatica de leito raso.
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Figura 36 - Cinética de produgao de ramnolipideos por cultivo submerso (FSb) e

cultivo submerso estatico de leito raso em erlenmeyer de fundo abaulado (FSbE).
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Os cultivos foram incubados a 37 °C por 1 a 12 dias com adi¢do de agua no 4° dia de
cultivo. Os resultados sao apresentados como médias de pelo menos triplicatas + desvio

padrao.

O perfil de produgdo do biossurfactante para ambas as estratégias
fermentativas mostra-se similar até o 7° dia de cultivo, tendo os cultivos submersos
classicos uma producgao sutilmente superior a observada nos cultivos submersos
estaticos. No entanto, entre 7° e o 9° dia de cultivo, os ensaios de fermentagao
submersa estatica apresentaram um aumento de aproximadamente 2,3 vezes na
producdo do surfactante, seguida de uma pequena queda, porém significativa, a
qual se manteve até o final do tempo de cultivo (Figura 36). Os cultivos submersos,
por sua vez, tiveram um aumento de 1,34 vezes na producgao entre o 7° e 0 9° dia de
cultivo, seguida de um decréscimo de 1,15 vezes entre o 9° e 12° dia de
fermentacao (Figura 36).

Deste modo, ao final do periodo avaliado, a produgdo do surfactante por
cultivo submerso estatico foi capaz de superar a obtida por fermentagdo submersa
em 1,46 vezes.

Por meio do estudo de cinética de producdo de ramnolipideos pode-se
constatar que o melhor tempo para avaliar este parametro € o tempo de 9 dias de

cultivo. Neste tempo o cultivo submerso estatico atinge a sua maior eficiéncia, com
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uma producgao de 5,27 g/L de ramnolipideos (1,35 vezes superior a observada para

o cultivo submerso).

5.3 ANALISE DE EXPRESSAO GENICA EM CULTIVOS SUBMERSOS E
CULTIVOS SUBMERSOS ESTATICOS DE LEITO RASO EM ERLENMEYER DE
FUNDO ABAULADO POR ENSAIO DE ATIVIDADE DE 8 — GALACTOSIDASE

De modo a compreender as mudangas moleculares associadas a producao
diferencial de ramnolipideos entre os ensaios de fermentacdo submersa e
fermentacdao submersa estatica de leito raso em Erlenmeyer de fundo abaulado; foi
avaliado o perfil de expressdo do gene rhlA, responsavel pela sintese de uma
enzima importante para a biossintese desse biossurfactante (RhlA), para ambas as
estratégias fermentativas (note que rhlAB é um operon, portanto as analises de
expressao apresentadas neste trabalho dizem respeito a expressado do operon e nao
apenas rhlA). As analises foram realizadas diariamente por um periodo de cinco
dias; com e sem adigdo de agua no quarto dia de cultivo nos ensaios de
fermentacao submersa estatica, objetivando investigar a existéncia de uma mudanca
no padrao transcricional neste gene em consequéncia da adigao da agua destilada.

A analise da expressao génica nestes ensaios foi realizada pela avaliagdo dos
perfis de transcrigdo por fusdo traducional, por meio do ensaio de B-galactosidade.
Para isto, foi inserido por choque térmico o plasmideo pECP60, assim como o seu
controle traducional pSW205, na cepa selvagem PAO1.

Os resultados referentes a cinética de expressdo de rhlA nos diferentes
ensaios estdo apresentados na figura 37. Foi observado que até o terceiro dia de
cultivo o nivel de expressao do promotor do gene rhlA é significativamente superior
no cultivo submerso. Entre o terceiro e quarto dia de cultivo uma inversao no perfil
de expressdo da regiao promotora pode ser observada, de modo que o nivel de
expressao no cultivo submerso estatico supera a expressao no cultivo submerso em
1,38 vezes.

Esses perfis de expressdo se mantem até o quinto dia de cultivo, nao
havendo alteragao significativas nos niveis de expresséo da regido promotora neste

periodo.
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Figura 37 - Analise de expressao génica em cultivos submersos e cultivos
submersos estaticos de leito raso em Erlenmeyer de fundo abaulado por ensaio de

atividade de 3 — galactosidase
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Os cultivos foram incubados a 37 °C por 1 a 5 dias com e sem adig¢éo de agua no 4° dia de
cultivo nos ensaios de fermentacao submersa estatica de leito raso em Erlenmeyer de fundo
abaulado. Os resultados sdo apresentados como médias de pelo menos friplicatas * desvio

padrao.

Tais resultados mostram-se de acordo com os obtidos na avalicdo de cinética
de produgao de ramnolipideos por estas estratégias fermentativas. A partir do sétimo
dia de cultivo pode-se observar que a taxa (angulo de inclinagao da reta) com a qual
os ramnolipideos sao produzidos por fermentagdo submersa mostra-se menor do
que a constatada nos cultivos submersos estaticos. Isso pode ser justificado pela
mudanga no perfil de expressdo do gene rhlA entre os tempos de 3 e 4 dias de

cultivo.
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Com o decréscimo da expressao de rhlA nos cultivos submersos, a
quantidade de enzima RhIA disponivel para a biossintese do biossurfactante
também decai, comprometendo a sintese do metabdlito. Em contrapartida, o
aumento da expressao de rhlA nos cultivos submersos estaticos acelera a taxa de
producao de ramnolipideos.

O aumento subito na produgao de ramnolipideos por fermentagdo submersa
estatica entre o sétimo e o nono dia de cultivo pode corresponder com o tempo
gasto entre o aumento da expressao do gene e o tempo necessario para que a
quantidade ideal de enzima RhIA fosse produzida.

A adicado de agua no quarto dia de cultivo ndo causou mudangas significativa
no padrao de expressao do promotor no cultivo submerso estatico, de modo que
aumento de produgédo do surfactante devido a essa adi¢do de agua, observado na
Figura 31, deva estar relacionado a manutengcdo do sistema umido por todo o
periodo de incubacéo, e nao alteragao no perfil de expressao de rhlA.

Os resultados de analise do perfil de expressao de rhlA sugere que o cultivo
por biofime de Pseudomonas aeruginosa tem a capacidade de aumentar a
expressdo do promotor do gene rhlA, que tem o nivel maximo de expressao

alcancado no quarto dia de cultivo.
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6 CONCLUSAO

6.1 DEFINICAO DE MODELO PARA AVALIAGAO DA PRODUGAO DE
RAMNOLIPIDEOS POR BIOFILME DE Pseudomonas aeruginosa

Por meio deste trabalho foi possivel desenvolver modelos viaveis de producio
de ramnolipideos por biofilme de Pseudomonas aeruginosa, sendo estes producao
de ramnolipideos por fermentacdo semissolida estatica em sistema de difusao
controlada de nutrientes e fermentacdo submersa estatica de leito raso em
Erlenmeyer de fundo abaulado. Esta plataforma fermentativa evita a formagao de
espuma durante o processo fermentativo, problema recorrente em cultivos
submersos, que culmina em uma perda de eficiéncia do processo. Além disso
permite a utilizagdo de residuos agroindustriais como suporte para o

desenvolvimento do biofilme.

e Producdo de Ramnolipideos por Fermentacdo Semissélida Estatica em
Sistema de Difusdao Controlada de Nutrientes: Apesar desse modelo ser
inviavel para a analise de expressao genica, este apresentou resultados
interessantes quanto a produgdo do surfactante. Nesta bateria de
experimento constatou-se que uma baixa coluna de meio de cultivo estimula a
sintese de ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa. A adigdo de meio de
cultivo na composicdo dos minirreatores de agar aumentou a produgao do
surfactante, por um processo de entrega controlada dos nutrientes contidos
neste meio. Por meio da inser¢cdo de torta de milho e 6leo de soja nos

minirreatoes de agar foi possivel alcangar uma produgao de 50,26 g/L.

e Fermentagcdo Submersa Estatica de Leito Raso em Erlenmeyer de Fundo
Abaulado: Esta estratégia fermentativa mostrou-se adequada tanto para a
producao do surfactante quanto para a analise da expressao genica, sendo
entdo o modelo de escolha para as analises subsequentes. Nesta bateria de
experimentos observou-se que a adigdo de 2 mL de agua no quarto dia de

cultivo estimula a produgcdao do surfactante. Este modelo fermentativo
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apresenta eficiéncia maxima em nove dias de cultivo, alcancando produgao
de 5,27 g/L.

6.2 ANALISE DE EXPRESSAO GENICA EM CULTIVOS SUBMERSOS E
CULTIVOS SUBMERSOS ESTATICOS DE LEITO RASO EM ERLENMEYER DE
FUNDO ABAULADO POR ENSAIO DE ATIVIDADE DE g — GALACTOSIDASE

e Esta analise objetivou compreender as mudangas moleculares associadas a
producdo diferencial de ramnolipideos entre os ensaios de fermentagao
submersa e fermentacdo submersa estéatica de leito raso em Erlenmeyer de
fundo abaulado, através da avaliagao do perfil de expressdo do gene rhlA

para ambas as estratégias fermentativas;

e Os resultados desta bateria de experimentos revelaram um aumento
significativo do nivel de expressao do promotor do gene rhlA no cultivo
submerso estatico entre o terceiro e quarto dia de cultivo, levando a uma

inversao no perfil de expressao da regiao promotora avaliada;

e O perfil transcricional mostrou-se coerente com os resultados de cinética de

producao;

e A adicdo de agua no quarto dia de cultivo ndo causou mudangas no padrao
de expressdo do promotor no cultivo submerso estatico, indicando que o
aumento de producdo do surfactante devido a essa adicdo de agua deva
estar relacionado a manutencdo da umidade do meio até o fim do

experimento;

e Os resultados de analise do perfil de expressdo de rhlA revelaram que o
cultivo por biofiilme de Pseudomonas aeruginosa tem a capacidade de

aumentar a expressao do promotor do gene rhlA.
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7 EXPERIMENTOS FUTUROS

1.

3.

4.

Analise da expressdo dos genes rhll, lasl e pqgsA, por ensaio de B-
galactosidade, em cultivos submersos e cultivos submersos estaticos de leito
raso em Erlenmeyer de fundo abaulado;

Caracterizacdo dos ramnolipideos produzidos por fermentagdo submersa e
fermentacdo submersa estatica de leito raso em frascos Erlenmeyer:
avaliacdo dos congéneres, indice de emulsificagdo, tensao superficial e
concentragao micelar critica;

Analise qualitativa e quantitativa das moléculas sinalizadoras do QS (ACIL-
HSLs e PQS) produzidas por Pseudomonas aeruginosa;

Avaliagdo da formagdo de biofilme por Pseudomonas aeruginosa
transformada com plasmideo que expressa proteina fluorescente verde (GFP)
nos ensaios de fermentacdo submersa estatica de leito raso por microscopia

de fluorescéncia e por microscopia confocal.
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ANEXOS

ANEXO 1 — Tabela com dados de producao de ramnolipideos.

Tabela 7 - Produgcbes de ramnolipideos obtidas por diferentes estratégias

fermentativas avaliadas neste trabalho.

Estratégias Fermentativas

Producéo (g/L)

FSb200rpm / FSb / CSb_200rpm
FSb_60rpm / FSb60rpm
FSb_60rpm_Algodao
FSb_60rpm_La de Vidro

FSb _60rpm_Gaze / FSb60rpm_Gaze
FSbE_Gaze

FSb200rpm_Gaze

FSSE_MRA /MSM G3
FSSE_MRA_Sub

Agua

MSM G6

MSM G3/TM

MSM G3/TM + OS
CSbE3+2H20
CSb3_60rpm+2H20

FSbE plate_ 2mL

FSbE plate_1,75mL

FSbE plate_1,5mL
FSbE_plate_1,25mL+0,25H20
FSbE_plate_1mL+1H20
CSbE3_agar
CSbE3_agar+2H20

Fundo Reto+2mL

Fundo Abaulado+2mL / F. Abaulado+2mL
F. Abaulado+1mL

3,910,1
0,87+0,06
1,63+0,11
1,47+0,06
2,33+0,11
2,27+0,06
4,03+0,23
9,54+1,56

3,2+0,63
3,32+0,47
3,52+0,74
33,0946,17
50,26+2,87
4,87+1,67
1,99+0,63
1,82+0,52
2,79+0,22
2,33+0,65
1,04+0,038
1,11+0,032
3,77+0,32
3,76+0,34
4,54+0,31
5,27+0,08
3,35+0,17
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F. Abaulado 2,6+0,36

ANEXO 2 - Patente: Produgdao de Ramnolipideos por fermentacdo semissolida

estatica em sistema de difusao controlada de nutrientes.

VIGNOLI, J. A.; CAMILIOS-NETO, D.; ALMEIDA, M. A.; CONCEICAO, K. S;
SAWONIUK, [I. C.; MATIUSSO, M. M. Produgdao de ramnolipideos por
fermentagcdao semissolida estatica em sistema de difusdo controlada de
nutrientes, 2017. Patente de Invencdo. Numero do registro: BR1020170207897.
Data de depdsito: 28/09/2017.
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