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RESUMO

Nos ultimos anos os biossurfactantes tém chamado a atengéo pela baixa toxicidade,
biodegradabilidade, e alta aceitabilidade ecologica. No entanto, a aplicagdo destes
compostos ainda € muito limitada, devido aos altos custos de producdo dos
surfactantes de origem biolégica em comparacdo aos de origem quimica. A
fermentacdo em estado solido apresenta-se como uma tecnologia alternativa para
producdo de biossurfactantes, com a importante vantagem de evitar a formacgao de
espuma, um severo problema da producdo de biossurfactantes por fermentacao
submersa. Neste trabalho otimizou-se a producdo de ramnolipideos por
Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 614, cultivada em meio solido umedecido com
solucdo de sais e glicerol. Durante este estudo, os niveis de producdo foram
aumentados em mais de 10 vezes, alcancando 172 g ramnolipideos por quilograma
de substrato seco inicial, em 12 dias de cultivo. Os niveis de producdo, em base de
solucdo umedecedora adicionada no solido, foram na ordem de 46 g/L, os quais sao
comparaveis aos melhores resultados obtidos por fermentacdo submersa na
literatura. As propriedades dos ramnolipideos foram muito similares as obtidas por
fermentacdo submersa, com concentragcdo micelar critica (CMC) de 46,8 mg/L e um
indice de emulsificacdo (E) de mais de 90 % contra a gasolina, diesel e querosene
depois de 24 h. As propriedades tensoativas mantiveram-se mesmo depois da
autoclavacdo do solido fermentado, o que indica que, através da esterilizacdo por
tratamento térmico do solido antes dos procedimentos de extracdo, € possivel se
minimizar os riscos de infeccdo oportunista pelo P. aeruginosa. Estes resultados
sugerem que a producdo de ramnolipideos por fermentacdo em estado sélido
apresenta um grande potencial. Com o intuito de se identificar genes relacionados
com a producdo de ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa PAO1,
microarranjos foram feitos para se comparar os perfis de transcricdo da presenca e
auséncia de caseinato de sodio no meio de cultivo. A presenca de caseinato de
sédio proporcionou um aumento na producdo de ramnolipideos de mais de dez
vezes. Este aumento mostrou-se como um efeito de interagcdo entre fatores
nutricionais, expressao de genes quorum-sensing regulados e mudancas nos
processos celulares basicos. Adicionalmente, o estudo da cinética de transcri¢cdo
proporcionou informacdes sobre o perfil temporal da expressdo dos genes
relacionados com a biossintese de ramnolipideos.



ABSTRACT

In recent years biosurfactants have attracted attention because of their low toxicity,
biodegradability, and ecological acceptability. However, their use is currently
extremely limited due to their high cost in relation to that of chemical surfactants.
Solid-state cultivation represents an alternative technology that has an important
advantage to avoid the problem of foaming that complicates submerged cultivation
processes for biosurfactant production. In the current work, the production of a
rhamnolipid biosurfactant by Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 614 was optimized,
grown on a solid medium impregnated with a solution containing glycerol. During the
study, the yield of biosurfactant production was increased over tenfold, with levels
reaching 172 g rhamnolipid per kilogram of dry initial substrate after 12 days. On the
basis of the volume of impregnating solution added to the solid support, this yield is
of the order of 46 g/L, which is comparable with the best results that have been
obtained to date in submerged liquid cultivation. The properties of the biosurfactant
were very similar to those obtained in submerged culture, with a critical micelle
concentration (CMC) of 46.8 mg/L and an emulsification index (E) of over 90%
against gasoline, diesel and kerosene after 24 h. The surface properties were
maintained after autoclaving of the fermented solids, meaning that it is possible to
minimize the risks of opportunistic infections by P. aeruginosa by killing the producing
organism with a heat treatment of the solids prior to product extraction. These results
suggest that there is a great potential for using solid-state cultivation for the
production of rhamnolipid. In order to identify genes related to rhamnolipid production
by Pseudomonas aeruginosa PAO1l, a microarray was used to compare the
transcript profiles in the presence and absence of sodium caseinate in the culture
medium. With sodium caseinate there was a more than tenfold increase in
rhamnolipid production. This effect appears to be due to an interaction between
nutritional factors and quorum-sensing dependent gene expression. Additionally, a
time course study gave insights into the timing of gene expression related with
rhamnolipid biosynthesis.



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 01 -

FIGURA 02 -

FIGURA 03 -
FIGURA 04 -

FIGURA 05 -

FIGURA 06 -

FIGURA 07 -
FIGURA 08 -

FIGURA 09 -

FIGURA 10 -

FIGURA 11 -

FIGURA 12 -

FIGURA 13 -

FIGURA 14 -

FIGURA 15 -

DIAGRAMA ESQUEMATICO DA VARIACAO DA TENSAO
SUPERFICIAL, INTERFACIAL E DA SOLUBILIDADE DE
COMPOSTO ORGANICO COM A CONCENTRACAO DO
L= N EST0 N 1Y T
RAMNOLIPIDEOS PRODUZIDOS POR Pseudomonas
AETUGINOSA ...eiiiiiiiiiiiiiiiiiaa e e s e e e e e e e e e e e e eeeeaae et e r e e e e e e e e aaeeeeas
BIOSSINTESE DOS RAMNOLIPIDEOS ......ccccoveveieeiiene.
SISTEMA QUORUM SENSING DE Pseudomonas
o <110 (0[] [0 1S SRR
PRODUCAO DE RAMNOLIPIDEOS POR FERMENTACAO
EM ESTADO SOLIDO .....oeiviieicteeeeeeee e
COMPARACAO ENTRE AS CURVAS DE CRESCIMENTO
OBTIDAS DE FERMENTACAO SUBMERSA DE
Pseudomonas aeruginosa DAUPE 614 EM
ERLENMEYERS E EM BIORREATOR ......ocoveeeiieeeeeen
FERMENTACAO SUBMERSA EM BIORREATOR ...............
CINETICA DE PRODUCAO DE RAMNOLIPIDEOS POR
Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 614 POR
FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO .....c.cooocvevreveeerenaes
CINETICA DE PRODUCAO DE RAMNOLIPIDEOS POR
Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 614 POR
FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO EM CONDICOES
OTIMIZADAS ...ttt
SUPERFICIE DE RESPOSTA DA PRODUCAO DE
RAMNOLIPIDEOS POR Pseudomonas aeruginosa
UFPEDA 614 POR FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO
CINETICA DE PRODUCAO DE RAMNOLIPIDEOS POR
Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 614 POR
FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO UTILIZANDO O
CONSORCIO DE SUBSTRATOS BAGACO DE CANA-DE-
ACUCAR E TORTA DE MILHO .....cocvivieceeeeceee e
SUPERFICIES DE RESPOSTA DA PRODUCAO DE
RAMNOLIPIDEOS POR  Pseudomonas aeruginosa
UFPEDA 614 POR FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO
DETERMINACAO DA CMC A PARTIR DE DILUICOES
SERIAIS DE SOLUCAO AQUOSA DE RAMNOLIPIDEOS
PRODUZIDOS POR P. aeruginosa UFPEDA POR FES .......
INDICE DE EMULSIFICACAO [E, %, APOS 24 H (BARRAS
BRANCAS) E 1 MES (BARRAS CINZAS)], COM
DIVERSOS HIDROCARBONETOS, A PARTIR DE
SOLUCAO DE RAMNOLIPIDEOS (6,4 G/L) PRODUZIDOS
COM P. aeruginosa UFPEDA 614 POR FES .........ccccvvvunne....
CURVAS DE CRESCIMENTO de P. aeruginosa PAOl1 A
PARTIR DE MEIO SUPLEMENTADO COM CASEINA E
SEUS DERIVADOS ...ttt

21

25
34

37

45

60
61

62

71

74

79

83

87

88



FIGURA 16 -

FIGURA 17 -
FIGURA 18 -

FIGURA 19 -

FIGURA 20 -

FIGURA 21 -

CINETICA DE PRODUCAO DE RAMNOLIPIDEOS POR P.
aeruginosa PAO1 POR FERMENTACAO SUBMERSA .......

CURVA DE CRESCIMENTO DE P. aeruginosa PAOL..........
DISTRIBUICAO DOS GENES COM EXPRESSAO
DIFERENCIAL EM RESPOSTA A PRESENCA DE
CASEINATO DE SODIO DE ACORDO COM A
MAGNITUDE DA TRANSCRICAO ......ccooveveeereicieieeeiee
CLASSES FUNCIONAIS DE GENES COM EXPRESSAO
DIFERENCIAL EM RESPOSTA A PRESENCA DE
CASEINATO DE SODIO NO MEIO DE CULTIVO .................
CINETICA DO PERFIL TRANSCRICIONAL ABSOLUTO DE
P. aeruginosa PAO1 DURANTE CRESCIMENTO EM MEIO

COM CASEINATO DE SODIO .....c.coooveiivereireeeeieeeeee,
CINETICA DO PERFIL TRANSCRICIONAL DOS GENES
RELACIONADOS COM A  BIOSSINTESE SE
RAMNOLIPIDEOS POR P. aeruginosa PAO1 DURANTE
CRESCIMENTO EM MEIO COM CASEINATO DE SODIO ..

99

103

125

127



TABELA 1 -

TABELA 2 -

TABELA 3 -

TABELA 4 -

TABELA S -

TABELAG -

TABELA 7 -

TABELA 8 -

TABELA 9 -

TABELA 10 -

TABELA 11 -

TABELA 12 -

TABELA 13 -

TABELA 14 -

TABELA 15 -

TABELA 16 -

TABELA 17 -

LISTA DE TABELAS

SURFACTANTES E RAMOS INDUSTRIAIS DE
APLICACAD ...ttt
PRINCIPAIS TIPOS DE BIOSSURFACTANTES E SEUS
MICRORGANISMOS PRODUTORES ........cocoveveeieeieceenns
COMPOSICAO E PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DE
RAMNOLIPIDEOS PRODUZIDOS PELO GENERO
PSEUAOMONAS .....coovviiiiieeieiiie e e
PRODUCAO DE RAMNOLIPIDEOS POR Pseudomonas
aeruginosa EM FERMENTACAO SUBMERSA ........c.c.........
SUBSTRATOS SOLIDOS E CONSORCIOS DE
SUBSTRATOS SOLIDOS UTILIZADOS NAS FES ...............
VALORES ORIGINAIS E CODIFICADOS DAS VARIAVEIS
INDEPENDENTES DO DELINEAMENTO FATORIAL
(DCCR 22) oo ettt e,
VALORES ORIGINAIS E CODIFICADOS DAS VARIAVEIS
INDEPENDENTES DO DELINEAMENTO FATORIAL
(DCCR 23) ettt e,
EFEITO NAS CONCENTRACOES DE RAMNOLIPIDEOS
OBTIDAS ATRAVES DE MODIFICACOES NAS
CONDICOES PADRAO DE PRODUCAO DE
RAMNOLIPIDEOS POR  Pseudomonas aeruginosa
UFPEDA 614, EM 288 H DE FERMENTACAO ........c.c..........
EFEITO DA SUPLEMENTACAO DE FARELO DE
GIRASSOL AO BAGACO DE CANA-DE-ACUCAR, ADICAO
DE MAIS GLICEROL E DO INOCULO PRE-CULTIVADO
NA SOLUCAO UMEDECEDORA NA PRODUCAO DE
RAMNOLIPIDEOS .....ccviiveeeeeeeectece et
VALORES ORIGINAIS E CODIFICADOS DAS VARIAVEIS
INDEPENDENTS USADAS NO  DELINEAMENTO
FATORIAL ..ottt
DELINEAMENTO FATORIAL COM AS CONCENTRACOES
DE RAMNOLIPIDEOS OBSERVADAS E PREDITAS ...........
ANALISE DE VARIANCIA DOS DADOS DA TABELA 11......
EFEITO DE DIFERENTES SUBSTRATOS SOLIDOS NAS
TAXAS DE PRODUCAO DE RAMNOLIPIDOES POR
Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 614 ..............occevvvvinnnn.
EFEITO DA ADICAO DE MAIS GLICEROL A SOLUCAO
UMEDECEDORA NA PRODUCAO DE RAMNOLIPIDEOS
POR Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 614 ......................
VALORES ORIGINAIS E CODIFICADOS DAS VARIAVEIS
INDEPENDENTS USADAS NO  DELINEAMENTO
FATORIAL ..ottt
DELINEAMENTO FATORIAL COM AS CONCENTRACOES
DE RAMNOLIPIDEOS OBSERVADAS E PREDITAS ...........
ANALISE DE VARIANCIA DOS DADOS DA TABELA 16......

22

24

26

28

43

46

a7

64

69

72

73

73

77

78

80



TABELA 18 -

TABELA 19 -

TABELA 20 -

TABELA 21 -

TABELA 22 -

TABELA 23 -

TABELA 24 -

TABELA 25 -

TABELA 26 -

TABELA 27 -

PROPRIEDADES TENSOATIVAS DE SOLUCOES
AQUOSAS DE MONO-RAMNOLIPIDEOS, DI-
RAMNOLIPIDEOS E DE EXTRATO BRUTO ORGANICO
DE FERMENTAGCOES SOLIDAS .....coeovveeveeeeeee e,
EFEITO DA AUTOCLAVACAO DO BAGACO DE CANA-
DE-ACUCAR (121 POR 15 MIN) NAS PROPRIEDADES
TENSOATIVAS ettt
EFEITOS DA COMPOSICAO DA FONTE DE CARBONO
NAS TAXAS DE PRODUCAO DE RAMNOLIPIDEOS POR
Pseudomonas aeruginosa PAOL ........cccceeeiiieniiiiieieeeeeeeieiiiees
CLASSIFICACAO GERAL DOS PROCESSOS
FISIOLOGICOS DESEMPENHADOS PELOS PRODUTOS
DOS GENES DIFERENCIALMENTE EXPRESSOS POR
PAO1 APOS 30 HORAS DE CULTIVO NA PRESENCA DE
CASEINATO DE SODIO.....coe it
CLASSIFICACAO GERAL DOS PROCESSOS
FISIOLOGICOS DESEMPENHADOS PELOS PRODUTOS
DOS GENES DIFERENCIALMENTE EXPRESSOS POR
PAO1 APOS 48 HORAS DE CULTIVO NA PRESENCA DE
CASEINATO DE SODIO ..ot
GENES QUE CODIFICAM PROTEINAS DE MEMBRANA
QUE RESPONDERAM A SUPLEMENTACAO DE
CASEINATO DE SODIO NO MEIO DE CULTIVO .................
GENES QUE CODIFICAM TRANSPORTADORES DE
PEQUENAS MOLECULAS QUE RESPONDERAM A
SUPLEMENTACAO DE CASEINATO DE SODIO NO MEIO
DE CULTIVO ..ottt ettt
GENES QUE CODIFICAM PROTEINAS DO
METABOLISMO ENERGETICO QUE RESPONDERAM A
SUPLEMENTACAO DE CASEINATO DE SODIO NO MEIO
DE CULTIVO ..ottt ettt
GENES QUE CODIFICAM REGULADORES
TRANSCRICIONAIS QUE RESPONDERAM A
SUPLEMENTACAO DE CASEINATO DE SODIO NO MEIO
DE CULTIVO ..ottt
GENES QUE CODIFICAM PARA BIOSSINTESE E
METABOLISMO DE  AMINOACIDOS E QUE
RESPONDERAM A SUPLEMENTACAO DE CASEINATO
DE SODIO NO MEIO DE CULTIVO ...ooovveeeeeeeeeeeeeeeeeeees

89

90

94

105

106

107

111

116

118



CMC

DO

FES

FS

HSL

LB

QS
R1C10C10

R2C10C10

TS

TSA

tag

LISTA DE SIMBOLOS E ABREVIATURAS

Concentragéo Micelar Critica
Densidade Optica

indice de Emulsificacéo
Fermentacao no Estado Sélido
Fermentagcdo Submersa
Homoserinolactonas

Meio de cultura Luria Bertani
Quorum sensing

Representagéo de um L-ramnosil-B-hidroxidecanoil-B-hidroxi-
decanoato

Representagéo de um L-ramnosil-L-ramnosil-B-hidroxidecanoil-
B-hidroxi-decanoato

Tensao superficial
Agar Triptico de Soja
Trinta horas de cultivo

Quarenta e oito horas de cultivo



SUMARIO

1. INTRODUGAO ...ttt ettt ettt e ettt et ete st e e e teeeeereeneens 18

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA ... .ot ettt ettt e et e e e et e e e e ennes 20

2.1. SURFACTANTES BIOLOGICOS, UMA ALTERNATIVA PARA OS

SURFACTANTES DE ORIGEM QUIMICA?. ...ttt 20
2.2. BIOSURFACTANTES ....oottiiiiiiiiiteeit ettt a e e e e e s s s eaeeeeaeas 23
2.2.2. Producao de ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa em fermentacao

U] 0] 0 41T £CT- PP PPPPPPPPPPPPPPP 27

2.2.3. A producdo de ramnolipideos pelo método de fermentacdo submersa

ClAssiCa € ProbIEMALICA...........coireeeece e 29

2.2.4. Fermentacao em estado sélido, uma alternativa para producgéo de

(7= 141 010 ] 0] [ =T 0 13 31
2.3. FERMENTACAQO EM ESTADO SOLIDO ......cooviieieeceeeeeeeeeeeeeeees s, 32
2.4. BIOSSINTESE DOS RAMNOLIPIDEOS.......c.ooiieeieeieeeeeeeee e, 33

2.4.1. Ainfluéncia do sistema quorum sensing na biossintese dos ramnolipideos 36

3. JUSTIFICATIVA E OBJIETIVOS ... .o ceieieie e s 38
4. MATERIAIS E METODOS ......ooitiitiecteeeecte et ettt ee et ete e ae e eae e eaeaaeenaeanee s 41
4.1. MICRORGANISMO ... .o, 41
4.2. PRODUCAO DE RAMNOLIPIDEOS POR FERMENTACAO EM ESTADO
SOLIDO ...ttt sttt ettt sttt ettt b et ne bt re e a ettt neene s 42
o N o =Y oY= T (o Jo [ I T o o 1 | o 2 42
4.2.2. Preparo dos cultivos para Fermentacdo em Estado Solido.......................... 42
4.2.3. Extrac8o dos ramnolipid@O0S .........c..uveiiiiiiiieiiiiiiiie et 44
4.2.4. Otimizagao da producéo de ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa
UFPEDA 614 em Fermentagdo em Estado SOldO ..........ccoooiiiiiiiiiiiiiiniiiiiieee. 44
4.2.5. Otimizacao da producao de ramnolipideos por metodologia de superficie de
(£ SES] 016 1 = PPN 44
4.3. EXPERIMENTOS DE FERMENTACAO SUBMERSA.........cooveeeeeteeeeeeeeienen, 47
4.3.1. Curva de crescimento de Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 614 em
fraSCOS EFENMEYEIS ...t r e e e e e e e e e e e e e e eeaannnes 47

4.3.2. Curva de crescimento de Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 614 em
Biorreator de 5 L (Bioflo-Ill Fermentor — New Brunswick Scientific) ....................... 48



4.3.3. Producédo de ramnolipideos por Fermentacdo Submersa ...........ccccccvvvvnnnnn. 48

4.4. ESTUDO DO TRANSCRIPTOMA DE Pseudomonas aeruginosa PAO1 NA

PRODUCAO DE RAMNOLIPIDEOS POR FERMENTACAO SUBMERSA.......... 49
4.4.1. Estudos fermentativos iniciais para selecao de condi¢des de cultivo para os
€StUAOS dE MICIOAITANJOS. ... eeeeeeeeeiieiiiee e e e e e e e e ettt e e e e e e e e e eeaa e s e e e e eeeeeessaann e eaeaeeees 49
4.4.1.1 Prepar0 dO iNOCUIOD.........uuuuiiiiiiiiiiiiiii s 49
4.4.1.2. Curva de crescimento de Pseudomonas aeruginosa PAOL ...................... 49
4.4.1.3. Producéo de ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa PAO1............ 50
4.4.2. Coletas de amostras para obtencdo de RNA..........coovvriiiiiiiii e 50
4.4.3. Etapa de liSe CeIUIAr ........ccooiiii e 51
N R 41 = o= T J o 0 T NN 51
4.4.4. Tratamento do RNA total com DNASE .......couuvviiiiiiiiiiiiiiiiic e 52
4.4.5. Concentrac80 do RNA tOtal .........uuuiiiiieiiiiieece e 52
4.4.6. Processamento do GeneChip genomMe aITaY.........ccouveeeriurniineeeeeeeeeeeeinnnnnnns 53

4.5. METODOS ANALITICOS ...ttt 53
4.5.1. Determinagao do crescimento bacteriano ..........ccccooveiiiii 53
4.5.2. Determinacdo da tensao superficial..............uueiiiiiiiiiiiieecee e 54
4.5.3. Determinacgdo da Concentragdo Micelar CritiCa ...........coovevvviiiieieeeeniiiinnee. 54
4.5.4. Medida do indice de EMUISIfICACAO0 (E)......c.covieeieriieeieireeeeeeeeeee s eee e 55
4.5.5. Quantificacdo dos ramnOlipidEO0S. .........uviiiiiiiiiiiiiiiiee e 55
SN S T 1Y/ [T [ To=To o L= o P 56
4.5.7. Determinacdo da umidade dos substratos sOlidoS ...........cccceeeeeeeieiiiieeennn. 56
4.5.8. Purificacédo das fracBes mono e di-ramnolipidicas...........cccceeveeeeeievveeeiiinnnnnnn. 57
4.5.9. Cromatografia em camada delgada..............oueiiiiiiiiiiiiiiiiiii e, 57
4.5.10. Quantificacdo de RNA por FIUONMELtria .........coeeeeeeeeivieiiiiiciie e 57
4.5.11. Eletroforese em gel de agarOSe.........oooiiiiiiiiiiiiiiie e 58

5. RESULTADOS E DISCUSSAOD .....c.ccieteeeeeeeeeet ettt 59

5.1. CURVA DE CRESCIMENTO de Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 614 EM
FERMENTACAO SUBMERSA EM FRASCOS ERLENMEYERS E EM
BIORREATOR. ..ottt ettt ettt ettt ettt e e e et e eeeseeeeeeees 59

5.2. PRODU(;AONDE RAMNOLIPiDEpS POR Pseudomonas aeruginosa EM
FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO DO BAGACO DE CANA-DE-ACUCAR61

5.3. ESTUDO DE SELECAO DE'VARIAVEIS PARA A OTIMIZACAO DA
PRODUCAO DE RAMNOLIPIDEOS POR Pseudomonas aeruginosa UFPEDA

614 EM FERMENTAQAO EM ESTADO SOLIDO........coieiiiiieeee e, 63
5.3.1. ModificagBes na solucdo umedecedora...........cceeeeeeeeevieeeiiiiiiee e e e 63
5.3.2. Efeito dos acgUcares residuais presentes no bagaco de cana-de-agucar e do
aumento da concentracao de glicerol na solugcdo umedecedora............ccccceeeennn.. 63
5.3.3. Utilizac&o de Oleos vegetais como fonte de carbono e indutor..................... 65
5.3.4. Estudo de variaveiS d0 PrOCESSO ....uuiieeeiierieiiiiiiiieeeeeeeeeeeaains e e e e e e e eeeannnnnes 66

5.3.5. Influéncia do crescimento prévio do microrganismo em fermentacéo
submersa e da concentracéo de glicerol em FES utilizando bagaco de cana e
farelo de girassol COMO SUDSLIAtOS .........cooeuiiiiiiiii e 69



5.4. CINETIQA DA PRODUCAO DE RAMNOLIPIDEOS POR FES NAS
CONDICOES OTIMIZADAS . ...t 70

5.5. DELINEAMENTO FATORIAL DA PRODUQAO DE RAMNOLIPIDEOS POR FES
UTILIZANDO BAGACO DE CANA-DE-ACUCAR E FARELO DE GIRASSOL
COMO SUBSTRATO SOLIDO......cuiiiiiiiiiiiiiiiii e 71

5.6.A PRODUQAQ DE RAMNOLIPIDEOS POR FES UTILIZANDO BAGACO DE
CANA-DE-ACUCAR E FARELO DE GIRASSOL SUPLEMENTADO COM SAIS E
GLICEROL MOSTROU-SE VIAVEL .......ceoiitiiieiiecteeeee et 74

5.7. SELECAO DE OUTROS SUBSTRATOS SOLIDOS PARA PRODUCAO DE
RAMNOLIPIDEOS ..o ettt e e ettt a e 76

5.8. CINETICA DA PRODUCAO DE RAMNOLIPIDEOS POR Pseudomonas
aeruginosa UFPEDA 614 POR FES UTILIZANDO BAGACO DE CANA-DE-
ACUCAR E TORTA DE MILHO COMO SUBSTRATO .....cccoeveieeieierecieeeve e 78

5.9. SUPLEMENTACAO DA SOLUCAO UMEDECEDORA COM OLEO DE SOJA .79

5.10. DELINEAMENTO FATORIAL DA PRODUCAO DE RAMNOLIPIDEOS POR
FES UTILIZANDO A MISTURA DE SUBSTRATOS: BAGACO DE CANA-DE-
ACUCAR E TORTA DE MILHO ....cooiiiiii e 80

5.11. A PRODU(;AO DE RAMNOLIPIDEOS POR FES UTILIZANDO BAGACO DE
CANA-DE-ACUCAR E TORTA DE MILHO SUPLEMENTADOS COM SAIS,
GLICEROL E OLEO DE SOJA TAMBEM SE MOSTROU VIAVEL.........ccoovuuu..... 84

5.12. PRODUCAO DE RAMNOLIPIDEOS POR FES, EM ESCALA DE BANCADA,
SUGEREM QUE FES EM LARGA ESCALA PARA PRODUCAO DESTE

TENSOATIVO E TECNICAMENTE VIAVEL ....coooviieeieeeeeeeeeeeee e 85
5.13. CARACTERIZACAO E PROCESSOS “DOWNSTREAM” DOS

RAMNOLIPIDEOS PRODUZIDOS POR FES.......ccooiieceeeeeeeeeeeeee e, 86
5.13.1 Determinacgéo da concentracdo micelar critica (CMC) .........cooooeeieiiennnnnnnn. 86
5.13.2 Determinac¢éo do indice de emulsificacdo (E)..........cccceeeeeeeiiiii. 87
5.13.3 Determinacéo da concentracao micelar critica (CMC) e do indice de
emulsificacao (E) das fragcbes mono e di-ramnolipidicas purificadas...................... 88
5.13.4. Efeito do tratamento térmico nas propriedades tensoativas dos
FAMNOINIPIAEOS ..o 90
5.13.5. Propriedades tensoativas dos ramnolipideos produzidos por FES............. 91

5.14. ESTUDO DO TRANSCRIPTOMA DE P. aeruginosa PAO1 DURANTE A

PRODUCAO DE RAMNOLIPIDEOS POR FERMENTACAO SUBMERSA........... 92
5.14.1 Estudos iniciais: teste com diferentes fontes de carbono para a producao de
ramnolipideos por P. aeruginosa PAOL..........cooooiiiiiii 93

5.14.2 Escolha das condig¢fes teste e controle para os ensaios de microarranjo...96
5.14.3 Producéo de ramnolipideos por P. aeruginosa PAO1 em meio de cultivo
suplementado com caseinato de SOUIO...........uuuueiiviiiiiiiiiiiiiiiieeeeieeeeeeee e eeeeeeeeeees 97
5.14.4 Identificacdo de genes com expressao diferencial na presenca e auséncia
de CcaseiNAtO A€ SOUIO ........ceei e i e e e e e e e e e e e e 98



5.14.5 Identificacdo de genes envolvidos em diferentes processos fisioldgicos, com
expressdo diferencial em resposta a presenca de caseinato de sddio no meio de

Lo 111 o RS 101
5.14.6 Efeito da suplementacao de caseinato de sédio no meio de cultivo na
biossintese de ramnolipideos e na expresséo dos genes do sistema quorum

S]] 15 T SRR 122
5.14.7 Cinética da expresséao dos genes relacionados com a biossintese de
FAMNOINIPIAEOS ..o 124
5.14.7.1 RamnosSiltransferase 1 € 2......ccccovvveeiiiiiiiie e 126
5.14.7.2 Biossintese de NOVO de ACIdOS graX0S........uuuueeeereerreeeeeeereeeereeeeeeeeeeeeeeeees 127
5.14.7.3 SiStema qUOIUM SENSING ..euuuuiieeeeeieieiiiiiaaaeeeeaeeeeeernn e aeeeeesnsnnnaaeeaeees 128
5.14.7.4 Funcdo da RhIG na biossintese dos ramnolipideos................ccevveeeveeneee. 129
5.14.8 Consideracgdes sobre o transcriptoma de P. aeruginosa PAO1 durante a
producéo de ramnolipideos por fermentacdo submersa.............ccccoeeeiiin. 130
B. CONCLUSOES ......coiiitiiieieietee et ettt sttt 131
6.1. ESTUDO DA PRODUCAO DE RAMNOLIPIDEOS PORFES .......ccccvevvuae. 131
6.2. ESTUDO DO TRANSCRIPTOMA DE P. aeruginosa PAO1 DURANTE A
PRODUCAO DE RAMNOLIPIDEOS POR FERMENTACAO SUBMERSA......... 133
7. ETAPAS FUTUR AS ... s 134

7.1. CORRELACIONADAS COM O ESTUDO DA PRODUCAO DE
RAMNOLIPIDEOS POR FES.....c.couiiiiticieeie ettt 134

7.2. CORRELACIONADAS COM ESTUDO DO TRANSCRIPTOMA DE P.
aeruginosa PAO1 DURANTE A PRODUCAO DE RAMNOLIPIDEOS POR
FERMENTACAO SUBMERSA.......ooo e 136

7.3. CORRELACIONADAS COM A INTERACAO DOS ESTUDOS DE PRODUCAO
DE RAMNOLIPIDEOS POR FES E COM O TRANSCRIPTOMA DE P. aeruginosa



18

1. INTRODUCAO

Os surfactantes sdo moléculas anfipaticas que reduzem a tenséao superficial
das interfaces 6leo/agua ou ar/agua. Estes compostos apresentam aplicagbes no
aumento da biodegradagédo e na remocao de poluentes de baixa solubilidade
(MAIER; SOBERON-CHAVEZ, 2000; MULLIGAN, 2009). Atualmente, a maior parte
dos surfactantes no mercado € de origem quimica. Entretanto, o aumento no
interesse de preservacao ambiental tem conduzido & utilizacdo dos surfactantes de
origem biologica (NITSCHKE et al., 2005a,b), pois estes apresentam alta
aceitabilidade ecoldgica, baixa toxicidade, e sdo biodegradaveis (KARANTH, et al.,
1999; MAKKAR; CAMEOTRA, 2002; COSTA et al., 2006). Os surfactantes de
origem bioldgica, os chamados “biossurfactantes”, apresentam seu maior potencial
de aplicagdo em condi¢cdes onde se faz necessaria a dispersdo de tensoativos no
meio-ambiente, especificamente na limpeza de derramamentos de 0leo e compostos
hidrofébicos e no aumento da recuperacdo de 6leo de reservatérios (MULLIGAN,
2009; KRIEGER; CAMILIOS NETO; MITCHELL, 2010).

Os ramnolipideos, glicolipideos produzidos por Pseudomonas aeruginosa,
sdo uma das mais importantes classes de biossurfactantes. Eles estdo entre os
surfactantes microbianos mais estudados, porque possuem excelentes propriedades
tensoativas e podem ser produzidos em altas concentracdes (LEE et al., 2004,
MONTEIRO et al., 2007; KRIEGER; CAMILIOS NETO; MITCHELL, 2010;
MULLIGAN, 2009). Os estudos de producdo de ramnolipideos vém sendo
conduzidos em fermentacdo submersa. No entanto, a fermentacdo submersa, em
reatores pilotos ou de larga escala, enfrenta um problema severo quando utilizada
para produzir tensoativos. Os processos sao conduzidos com agitacdo e aeracao
forcada, de forma que, quando o biossurfactante comeca a ser produzido, grandes
guantidades de espuma s&o formadas. Assim, se a formacdo de espuma néao for
contida, a fermentacdo fica altamente prejudicada, pela perda de biomassa,
nutrientes e produtos contidos na espuma que sai do reator, o que diminui os indices
de producédo ou em casos extremos inviabilizam o processo (LEE; KIM, 2004; YEH
et al., 2006; KRIEGER; CAMILIOS NETO; MITCHELL, 2010). Basicamente, duas

estratégias tém sido utilizadas para combater a formacdo de espuma em
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fermentacdo submersa: “quimica”, que envolve a adicdo de agentes anti-
espumantes no meio de cultivo ou “mecanica”’, que envolve o uso de aparelhos
projetados para quebrar a espuma. No entanto, estas estratégias apresentam um
alto custo e ndo sdo completamente eficientes, o que tem contribuido para falta de
processos de produgcdo em escala comercial de ramnolipideos (KRIEGER;
CAMILIOS NETO; MITCHELL, 2010). Dentro deste contexto, a proposta desta tese
foi utilizar a fermentacdo em estado solido (FES) como uma forma alternativa para
se produzir ramnolipideos. A FES é um processo de fermentacdo que envolve o
cultivo de microrganismos em superficies de particulas orgénicas Umidas, na
auséncia ou quase auséncia de agua livre (MITCHELL; KRIEGER; BEROVIC, 2006).
Adicionalmente pode se dizer, que na obtencédo de certos produtos microbianos, a
FES pode apresentar vantagens sobre a fermentacdo submersa (MITCHELL; VON
MEIEN, 1999; MITCHELL; KRIEGER; BEROVIC, 2006). No caso da produgéo de
ramnolipideos, a FES apresenta o potencial de se evitar a formag¢do de espuma,
sem onerar o processo (KRIEGER; CAMILIOS NETO; MITCHELL, 2010).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nesta revisao bibliografica serdo abordadas as caracteristicas relevantes dos
surfactantes, biossurfactantes e ramnolipideos. Adicionalmente, serdo revisados os
topicos: i) producdo de ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa em
fermentacdo submersa, onde serdo mostradas quais as estratégias de producdo que
vém sendo utilizadas e os niveis de producdo obtidos por esta, que € a tecnologia
classica de producéo de ramnolipideos; e ii) a tecnologia de fermentacdo em estado
sélido (FES), com suas vantagens e potencial de aplicacdo para producdo de
ramnolipideos; e iii) a biossintese de ramnolipideos, sua regulacdo, e as vias

metabdlicas diretamente correlacionadas com a biossintese de ramnolipideos.

2.1. SURFACTANTES BIOLOGICOS, UMA ALTERNATIVA PARA OS
SURFACTANTES DE ORIGEM QUIMICA?

Os surfactantes sdo uma importante classe de moléculas compostas por
dominios hidrofobicos e hidrofilicos, com atividade de diminuicdo de tensao
superficial e interfacial em solucfes aquosas. Estes compostos sdo utilizados em
quase todos os setores da industria moderna (Tabela 1) (CAMEOTRA; MAKKAR,
1998; MULLIGAN, 2009). A maior parte comercialmente disponivel é de origem
quimica, sendo esta, principalmente, produzida a partir de derivados de petréleo
(BANAT et al., 2000; MAKKAR; CAMEOTRA, 2002). Os indicadores usualmente
utilizados para aferir a atividade de um surfactante s&o os parametros de diminui¢ao
da tenséo superficial e diminuicdo da tensao interfacial, assim como a concentracao
micelar critica (CMC). A CMC é definida como a minima concentracao de surfactante
em solucéo necessaria para formacédo de micelas. A capacidade de formar micelas
confere aos surfactantes as propriedades de detergéncia e solubilizacdo de
compostos hidrofébicos (Figura 1). Este pardmetro indica o poder de reducdo de
tensdo superficial e interfacial do tensoativo, e quanto menor o valor de CMC maior

€ a eficiéncia do surfactante, em outras palavras, menores concentracdes de
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surfactante serdo necessarias para proporcionar o0 abaixamento de tensdo
(MULLIGAN, 2001, 2005; CHRISTOFI; IVSHINA, 2002).

CcMC

ﬁ) DCS?/_DD Solubilidade

Propriedade . o .
Fisica Tensao Superficial

Tensao Interfacial

>
Concentragao de Tensoativo

FIGURA 1 -DIAGRAMA ESQUEMATICO DA VARIACAO DA TENSAO
SUPERFICIAL, INTERFACIAL E DA SOLUBILIDADE DE COMPOSTO
ORGANICO COM A CONCENTRACAO DO TENSOATIVO

Fonte: Adaptada (MULLIGAN, 2001).

Entre as aplicacOes dos surfactantes (Tabela 1), duas se destacam pelo alto
potencial e importancia de aplicabilidade: (1) Utilizacdo em limpeza de
derramamentos de 6leo e outros compostos hidrofobicos (BANAT, 1995;
MULLIGAN, 2005; BORDOLOI; KONWAR, 2009); (2) Utilizacdo para aumentar a
recuperacdo de Oleo (petrdleo) em reservatorios (BANAT, 1995). Nestas duas
aplicacoes o uso de surfactantes de origem biologica € mais apropriado, uma vez
que surfactantes quimicos podem causar efeitos ambientais toxicos (WEI et al.,
2005). Além disto, os subprodutos de sintese de surfactantes quimicos séao
potencialmente nocivos ao meio-ambiente (MAKKAR; CAMEOTRA, 2002).



TABELA 1 - SURFACTANTES E RAMOS INDUSTRIAIS DE APLICACAO

Ramo Aplicacéo Funcéo do biossurfactante
Industrial
Petroleo Recuperacao Reducéo da viscosidade de 6leos, recuperacao
Melhorada de de o6leo residual
Petréleo (MEOR)
De-emulsificante De-emulsificacdo de emulsdes, solubilizacao,
reducao da viscosidade, agente umectante
Ambiental Biorremediacéo Emulsificagéo de hidrocarbonetos, agente
sequestrante de metais
Remediacéo Emulsificacdo por aderéncia ao hidrocarboneto,
Soil washing, dispersante, agente de espuma, detergente
Soil flushing
Bioldgico Ingrediente Interacdo com lipideos, proteinas e carboidratos,
funcional agente protetor
Microbiologia Comportamento fisioldgico como mobilidade
celular, comunicagéo celular
Farmacéutica Anti-bacteriana, anti-fungica, anti-viral, agentes
penetrantes e umectantes
Agricultura Biocontrole Facilita mecanismos associados ao
microrganismo como parasitismo, competi¢ao,
resisténcia sistémica induzida e hipo-viruléncia
Cosmeética Cosmeética Emulsificantes, agentes de espuma,

solubilizadores, umectantes, agentes de limpeza

Fonte: Adaptada (SINGH et al., 2007)



23

2.2. BIOSURFACTANTES

Os biossurfactantes microbianos constituem um grupo de diversas moléculas
sintetizadas por bactérias, fungos e leveduras (CAMEOTRA; MAKKAR, 2004;
NITSCHKE et al., 2005a). Estes compostos oferecem diversas vantagens sobre
seus congéneres de origem quimica, entre estas se destacam: (a) a alta
aceitabilidade ecolégica devido a baixa toxicidade e alta biodegradabilidade
(KARANTH, et al., 1999; MAKKAR; CAMEOTRA, 2002; RAHMAN et al.,, 2002;
COSTA et al., 2006); (b) a efetividade em ampla faixa de temperatura e pH (BANAT
et al., 2000; MULLIGAN, 2005, PORNSUNTHORNTAWEE et al., 2008); (c) a
possibilidade de serem produzidos a partir de fontes renovaveis (BENINCASA et al.,
2002, 2008; NITSCHKE et al., 2005b; GEORGE; JAYACHANDRAN, 2008; LIMA et
al., 2009); e (d) a maior eficiéncia uma vez que apresentam menores CMCs e
maiores indices de emulsificacdo (BANAT, 1995; MULIGAN, 2009).

Os biossurfactantes podem ser classificados em grupos baseado em suas
caracteristicas estruturais: (1) glicolipideos; (2) lipopeptideos e lipoproteinas; (3)
acidos graxos, lipidios neutros e fosfolipideos; e (4) surfactantes poliméricos. A
Tabela 2 indica os principais biossurfactantes de cada um destes quatro grupos, e

seus microrganismos produtores.

As proximas secdes tratardo especificamente dos ramnolipideos produzidos
por Pseudomonas aeruginosa. Os ramnolipideos apresentam um conjunto de
caracteristicas e vantagens que lhe garantem uma posicdo singular entre

tensoativos de origem biologica.

2.2.1. Ramnolipideos produzidos por Pseudomonas aeruginosa

Trabalhos pioneiros de Jarvis e Johnson (1949) mostraram que a bactéria P.
aeruginosa cultivada em meio utilizando glicerol como fonte de carbono produz um

glicolipideo com uma por¢éo hidrofébica composta de acido graxo e a uma por¢ao
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hidrofilica composta por uma ou duas unidades de ramnoses. Mais tarde, foram
reportados dois grupos de ramnolipideos produzidos por P. aeruginosa, 0S mono- e

os di-ramnolipideos (Figura 2), constituidos, respectivamente, de uma unidade de

TABELA 2 - PRINCIPAIS TIPOS DE BIOSSURFACTANTES E SEUS
MICRORGANISMOS PRODUTORES

Biossurfactante

Microrganismo Produtor

Glicolipideos
Ramnolipideos
Soforolipideos

Trehalolipideos

Lipopeptideos e lipoproteinas
Peptidio-lipideo

Viscosina

Serravetina

Subtilisina

Surfactina

Gramicidina

Polimixina

Acidos graxos, lipidios neutros e
fosfolipideos

Acidos graxos

Lipideos neutros

Fosfolipideos

Surfactantes poliméricos
Emulsan
Biodispersan

Liposan

Pseudomonas aeruginosa
Torulopsis bombicola; T. apicola
Rhodococccus erythropolis

Bacillus licheniformis
Pseudomonas fluorescens
Serratia marcescens
Bacillus subtilis

Bacillus subtilis

Bacillus brevis

Bacillus polymyxa

Corynebacterium lepus
Nocardia erythoropolis

Thiobacillus thiooxidans

Acinetobacter calcoaceticus
Acinetobacter calcoaceticus

Candida lipolytica

Fonte: Adaptado (NITSCHKE; PASTORE, 2002).
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ramnose e duas de acido B-hidroxidecanoato (C10) ou duas unidades de ramnose
ligadas a duas unidades de acido B-hidroxidecanoato (LANG; WAGNER, 1987).
Também foi relatada a existéncia de ramnolipideos que apresentam acidos graxos
de diferentes comprimentos de cadeia (C8, C10, C14), com diferentes graus de
insaturacdo (Tabela 3) (LANG; WULLBRANDT, 1999; SOBERON-CHAVEZ;
LEPINE; DEZIEL, 2005; MONTEIRO et al., 2007).

CHs CH,
(|3H3 CHa | |
(H2C)m o (FC) o
(H2C) o (HC)n 0O I M
= I ILM ~o NOH
. ~o OH OH o9
OH O
CHs mn=4aa mn=4ad
ini oH_OH © Di -ramnolipideos
OoH ©OH Mono-ramnolipideos 0 P
CH3
OH oH

FIGURA 2 - RAMNOLIPIDEOS PRODUZIDOS POR Pseudomonas aeruginosa
Fonte: Adaptado - (SOBERON-CHAVEZ; LEPINE; DEZIEL, 2005)

Os ramnolipideos apresentam fun¢cdes na motilidade (swarming) do
microorganismo (CAIAZZA; SHANKS; O'TOOLE, 2005), na captagao de substratos
hidrofébicos (NOORDMAN; JANSSEN, 2002; MULLIGAN, 2005) e na formagéo de
biofilme (DAVEY; CAIAZZA; O'TOOLE, 2003). A biossintese dos ramnolipideos
inicia-se no fim da fase exponencial, mas a maxima producdo de ramnolipideos
ocorre na fase estacionaria do ciclo de crescimento da bactéria (OCHSNER;
REISER, 1995; DEZIEL et al., 2000). A biossintese dos ramnolipideos é
transcricionalmente regulada pelo circuito quorum-sensing (OCHSNER; REISER,
1995; SCHUSTER; GREENBURG, 2006) e pos-transcricionalmente regulada pelo
sistema RsmA/RsmZ (HEURLIER et al., 2004).
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TABELA 3 — COMPOSICAO E PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DE RAMNOLIPIDEOS PRODUZIDOS PELO GENERO

Pseudomonas

Cepa Tipo de ramnolipideo TS (mMN/m) CMC Referéncias
(mg/L)

P. aeruginosa UFPEDA 614 RL misturas?® 27,3 13,9 (MONTEIRO et al., 2007)
P. aeruginosa 4772 RL misturas 32,8 108,8 (HABA et al., 2003)
P. aeruginosa AT10 R»-C10-C1o 28,8 105,0 ABALOS et al., 2001)
P. aeruginosa AT10 RL misturas” 27,3 234 (ABALOS et al., 2001)
P. aeruginosa AT10 RL misturas® 26,8 150 (ABALOS et al., 2001)
P. aeruginosa LBI RL misturas 24,0 120 (BENINCASA et al., 2004)
P. aeruginosa 44T1 R1-C10-C1o 25,0 11 (PARRA et al., 1989)
P. aeruginosa 44T1 R»>-C10-C1o 25,0 11 (PARRA et al., 1989)
Pseudomonas sp. DSM2874 R1-C10-C19 + R2>-C10-C1g 26,0 20 (PARRA et al., 1989)
Pseudomonas sp. DSM2874 RL mistura 28,0 20 (SYLDATK et al., 1985)
Pseudomonas sp. DSM2874 R»>-C10-C1o 27,0 10 (SYLDATK et al., 1985)
Pseudomonas sp. DSM2874 R2-Cio 30,0 200 (SYLDATK et al., 1985)
P. aeruginosa UG-2 R-C1p-C1o + Ry-C10-Cyp 31,0 53 (MATA-SANDOVAL et al., 2001)

ZRl'Clo'Clo; R1-C10-Cg; R1-Cg-Cig; R1-C10-Ci2:1; R1-C12-Cio; R1-Cy0-C12; R2-C1o-Cio; R2-C1p-Cg; R2-Cg-Cig; R2-C1-Ciz:1; R2-C12-Cio; Ry-C10-Coo,
. R1-C10-C1g + Rp-C1-Cag + R1-C1g-Cyp + R1-C121-Cig + R1-Cy25 + R1-Cg-C,

Ro-C10-C1p + R1-C10-Cyp + Ry-C1p-Cyp + R1-C1-Cyp + R1-C121-Cyp + R1-Cgyp
RL: ramnolipideos, TS: tensao superficial, CMC: concentragdo micelar critica

Fonte: Adaptado (NITSCHKE et al., 2005a; SOBERON-CHAVEZ, 2005; DEZIEL et al., 2000)
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Os ramnolipideos produzidos por P. aeruginosa estdo entre 0s
biossurfactantes mais estudados (LEE et al., 2004, KRIEGER; CAMILIOS NETO;
MITCHELL, 2010; MULLIGAN, 2009). O interesse por estes compostos € motivado
por um conjunto de caracteristicas e vantagens, tais como: possuirem excelentes
propriedades tensoativas (WEI et al., 2005 MONTEIRO et al, 2007;
PORNSUNTHORNTAWEE et al., 2008); serem produzidos em altas concentracdes
(LINHARDT et al., 1989; TRUMMLER; EFFENBERGER; SYLDATK, 2003); serem
produzidos a partir de fontes de baixo custo, incluindo substratos hidrofilicos
(carboidratos) e hidrofébicos (6leos vegetais, hidrocarbonetos) (HOLMBERG, 2001)
ou mesmo efluentes de industrias de alimentos (MAKKAR; CAMEOTRA, 2002;
NITSCHKE et al., 2005b; GEORGE; JAYACHANDRAN, 2008; LIMA et al., 2009).

Os ramnolipideos sédo capazes de reduzir a tenséo superficial da agua de 72
mN/m para 25 a 30 mN/m, com uma CMC de 10 a 200 mg/L (Tabela 3). Os
ramnolipideos ndo sdo os biossurfactantes mais eficientes, ou seja, hdo apresentam
a maior reducdo da tensdo superficial ou a menor CMC. Por outro lado, estes
tensoativos apresentam alta atividade emulsificante e uma pequena atividade
antibidtica, além de serem menos retidos no solo do que os surfactantes quimicos.
Assim, apresentam-se como uma excelente alternativa de tensoativo para aplicagcéo
em biorremediacdo (BORDAS et al., 2005; MULLIGAN, 2005, 2009).

2.2.2. Producdo de ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa em fermentacao

submersa

Todos os estudos de producgéo de ramnolipideos relatados na literatura antes
deste trabalho foram feitos em fermentacdo submersa, alguns destes trabalhos

estao citados na Tabela 4.

A quantidade de ramnolipideos produzida por fermentacdo submersa varia
conforme o tipo e a escala de processo, o meio e as condi¢fes de cultivo utilizadas.
Diferentes fontes de carbono, tanto hidrofébicas como hidrofilicas, tém sido

utilizadas para a producéao de ramnolipideos por diferentes cepas de P. aeruginosa



TABELA 4 - PRODUCAO DE RAMNOLIPIDEOS POR Pseudomonas aeruginosa EM FERMENTACAO SUBMERSA

Cepa Fonte carbono Ramnolipid eos (g/L) Referéncias

P. aeruginosa DSM glucose 2,39g/L (REILING et al., 1986)

P. aeruginosa * glicerol 3,29/L (SANTA ANNA et al., 2002)

P. aeruginosa UFPEDA 614 glicerol 3,90/L (MONTEIRO et al., 2007)

P. aeruginosa EM1 glucose+glicerol 12,6 g/L (WU et al., 2009)

P. aeruginosa UFPEDA 614 glicerol 159 g/L (SANTANA FILHO, 2009)

P. aeruginosa IFO 3924 etanol 32,0 g/L (MATSUFUJI; NAKATA; YOSHIMOTO,
1997)

P. aeruginosa LBM10 Oleo de soja 1,4 g/L (PRIETO et al., 2009)

P. aeruginosa PACL Oleo de fritura 3,30/l (LIMA et al., 2009)

P. aeruginosa DS10-129 Oleo de soja 4,3 g/lL (RAHMAN et al., 2002)

P. aeruginosa LBI Oleo de girassol 4,9 g/L (BENINCASA et al., 2002)

P. aeruginosa LBI Oleo de oliva 5,3g/L (BENINCASA et al., 2002)

P. aeruginosa LBI soapstock 11,7 g/L (NITSCHKE et al., 2005b)

P. aeruginosa LBI soapstock ° 159 g/L (BENINCASA et al., 2002)

P. aeruginosa ” Oleo de peixe 22,7 g/lL (LEE et al., 2004)

P. aeruginosa UW-1 Oleo de canola 24 g/L (SIM; WARD; LI, 1997)

Pseudomonas sp. 6leo de canola 45,0 g/L (TRUMMLER; EFFENBERGER; SYLDATK,

DSM 2874 2003)

P. aeruginosa Ul 29791 Oleo de milho 46,0 g/L (LINHARDT et al., 1987)

4 p. aeruginosa isolada de agua de lavagem de pocos de petréleo do Nordeste do Brasil.
°p, aeruginosa isolada de agua do mar da Coréia.
¢ subproduto obtido a partir do residuo do refino do 6leo de soja bruto.
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(Tabela 4). Entre as fontes de carbono, os triacilglicerdis parecem ser os melhores

indutores para producao de ramnolipideos por P. aeruginosa (Tabela 4).

Existe uma inconstancia na forma que os resultados de producdo sé&o
apresentados nas publicagbes. Alguns autores reportam a produgdo por
equivalentes de ramnose, enquanto outros por concentracdo de ramnolipideos. Nem
sempre € possivel de se identificar qual é a base (ramnose ou ramnolipideos) que a
producao € reportada. Note que a molécula de ramnolipideo (Figura 1) é composta
por uma frac&o lipidica e outra de glicidica (ramnose). A massa dos ramnolipideos é
de 3 a 3,4 vezes superior a massa de ramnose obtida (ITOH et al., 1970;
BENINCASA et al., 2002). Assim o resultado de um autor que esta reportando a
concentracdo de ramnolipideos por equivalentes de ramnose seria pelo menos 3

vezes superior se 0 mesmo a reportasse em massa de ramnolipideos.

Na literatura podem ser encontrados niveis de producdo de ramnolipideos por
fermentacdo submersa na ordem de: 46 g/L, utilizando 6leo de milho como fonte de
carbono em batelada em reator (LINHARDT et al. 1989); 45 g/L, com 6leo de canola
em batelada alimentada em reator (TRUMMLER; EFFENBERGER; SYLDATK,
2003); 32 g/L, utilizando etanol como fonte de carbono em batelada alimentada em
frascos Erlenmeyers (MATSUFUJI; NAKATA; YOSHIMOTO, 1997); 24 g/L, com 6leo
de canola em batelada em frascos Erlenmeyers (SIM; WARD; LI, 1997); 22,7 g/L ,
com 6leo de peixe em batelada alimentada, em frascos Erlenmeyers (LEE et al.,
2004).

2.2.3. A producgéo de ramnolipideos pelo método de fermentacdo submersa classica
€ problemética

Atualmente, apesar do grande potencial de aplicacdo, ndo existe nenhum
processo industrial de producdo de ramnolipideos. A companhia americana Jeneil
(Jeneil Biosurfactant Company — Saukville, WI) ha alguns anos estabeleceu uma
planta de producdo de ramnolipideos por fermentacdo submersa, mas apdés um

curto periodo de funcionamento esta foi desativada.
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A fermentacdo submersa enfrenta um problema severo quando utilizada para
produzir tensoativos. Os processos sao conduzidos com agitagcéo e aeracao forcada.
Assim, quando o biossurfactante comeca a ser produzido, grandes quantidades de
espuma sao formadas, e ha uma tendéncia das células do microrganismo produtor,
nutrientes e produto acumularem-se nesta espuma. Assim, se faz necesséario a
utilizacdo de métodos de contencdo de formacdo de espuma, pois esta prejudica
intensamente o processo. H4A uma tendéncia da espuma sair do reator e
consequentemente carregar nutrientes, produtos e biomassa. A efetividade do
sistema ou da estratégia de contencdo é essencial para garantir a viabilidade do
processo, uma vez que a intensa formacao de espuma acarreta em perda de
rendimento e produtividade, além de gerar dificuldades operacionais (LEE; KIM,
2004; YEH et al., 2006; KRIEGER; CAMILIOS NETO; MITCHELL, 2010).

Basicamente, duas estratégias tém sido utilizadas para combater a formacao
de espuma em fermentacdo submersa: “quimica” ou “mecanica”. A estratégia
quimica envolve a adicdo de agentes anti-espumantes no meio de cultivo.
Entretanto, isto traz trés desvantagens. Primeiro, os anti-espumantes mais eficientes
(misturas organicas a base de polipropileno ou polimeros a base de silicone) sdo de
alto custo e seu uso encarece 0 processo. Segundo, os anti-espumantes interferem
na transferéncia de O, e CO, entre as fases liquida e gasosa e podem provocar
reacoes inibitdrias e efeitos téxicos ao microrganismo. Terceiro, 0S anti-espumantes
representam um “contaminante quimico” que tem que ser separado do produto final,
0 que encarece 0 processo ainda mais (LEE; KIM, 2004; YEH et al.,, 2006;
KRIEGER; CAMILIOS NETO; MITCHELL, 2010).

Por outro lado, a estratégia mecanica envolve o uso de aparelhos projetados
para quebrar a espuma. Os chamados “quebradores de espuma” instalados no
“headspace” (no eixo do agitador) podem ser efetivos em combater espuma durante
a producdo de outros compostos, mas apresentam capacidade limitada de
contencdo de espuma formada por biossurfactantes, pois ndo sdo efetivos para
grandes quantidades de espuma. Assim, é necessario instalar “quebradores
externos com sistema coletor” de forma que haja a possibilidade de recuperacéo da
espuma formada (contendo biomassa, nutrientes e o tensoativo), e que esta seja

convertida em liquido e este devolvido ao reator. Este sistema encarece
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significativamente a constru¢do do biorreator, especialmente porque esta operacao
deve ser feita assepticamente. Assim, os métodos fisicos também podem acarretar
na diminuicdo da eficiéncia do processo de fermentacdo, uma vez que O processo
de producdo passa a apresentar um maior numero de etapas. (KRIEGER,
CAMILIOS NETO; MITCHELL, 2010).

Dados os efeitos deletérios da formacédo de espuma durante a producao de
biossurfactantes, somados aos altos custos e a nao completa eficiéncia das
estratégias de controle de formacgéo de espuma, a producdo de ramnolipideos por

fermentacdo submersa ainda ndo € comercialmente viavel.

2.2.4. Fermentacdo em estado sélido, uma alternativa para producdo de

ramnolipideos?

Muito pouco foi estudado da producéo de biossurfactantes em fermentagéo
em estado sdlido (FES). A producdo do biossurfactante surfactina por Bacillus
subtilis RB14 em FES foi estudada por Ohno, Ano e Shoda (1995a). Estes
pesquisadores utilizaram como substrato o residuo solido da producdo do extrato de
soja (okara), e obtiveram surfactina em uma concentracdo de 2,0 g/kg. Mais
recentemente, Veenanadig, Gowthaman e Karanth (2000) estudaram a producéo de
biossurfactante por Bacillus subtilis FE-2 em biorreator de FES utilizando farelo de
trigo como substrato. Neste estudo obtiveram uma reducédo de tenséo superficial de
54 mN/m para 24 mN/m quando o extrato da fermentacéo foi adicionado a agua.
Duas cepas termofilicas de B. subtilis cultivadas em residuos de casca de batata
foram utilizadas para producdo de surfactina, e o melhor resultado obtido foi de 92
g/kg de sdlido seco (DAS; MUKHERJEE, 2007). A producéo de lipopeptideos por B.
pumilus em FES foi estudada por Bugay (2009). Okara e uma mistura de okara e
espuma de polipropileno foram utilizados como substratos sélidos neste trabalho; o
nivel de producédo para ambos foi em torno de 0,4 g/kg de sdlido seco (BUGAY,
2009).
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A FES é uma tecnologia simples aplicada nos estudos, sobretudo em escala
de bancada, de producdo de compostos interesse (VEENANADIG et al., 2000;
MITCHELL; KRIEGER; BEROVIC, 2006). Esta tecnologia tem o potencial de
viabilizar a producdo de ramnolipideos, pois € uma alternativa de se evitar a
formacdo de espuma, fator limitante da obtencdo desses compostos por
fermentacao submersa (KRIEGER; CAMILIOS NETO; MITCHELL, 2009).

2.3. FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO

A fermentacdo em estado solido (FES) envolve o cultivo de microrganismos
nas superficies de particulas organicas umidas, dentro de um leito em que ha uma
fase gasosa continua nos poros entre as particulas sélidas (MITCHELL; KRIEGER,;
BEROVIC, 2006). Ha um minimo de agua liquida nestes poros, sendo restrita a
filmes finos nas superficies das particulas e umas poucas goticulas. A agua
necessaria para o crescimento do microrganismo encontra-se absorvida dentro das
particulas do substrato. O ambiente fornecido ao microrganismo neste sistema é
bem diferente daquele fornecido pela fermentagcdo submersa. A disponibilidade
restrita de agua pode estimular a producdo de alguns metabdlitos especificos, que
nao seriam produzidos na fermentacdo submersa, além de possibilitar, em alguns
casos, uma maior produtividade volumétrica e um maior rendimento em relagédo a
fermentacdo submersa (MOO-YOUNG; MOREIRA; TENGERDY, 1983; MITCHELL
et al.,, 1992; SATO; SUDO, 1999). Outra vantagem associada a FES é a
possibilidade de obtencéo de extratos mais concentrados, facilitando o processo de
purificacdo do metabdlito de interesse (MITCHELL et al., 2000; MITCHELL;
BEROVIC; KRIEGER, 2000; MITCHELL; VON MEIEN; KRIEGER, 2003).

Além dos lipopeptideos mencionados acima, a FES tem sido utilizada para a
producdo de uma variedade grande de produtos microbianos, incluindo metabdlitos
secundarios biologicamente ativos (toxinas, antibiéticos), enzimas, cogumelos,
acidos organicos, aminoacidos, na alimentacdo (laticinios, aromas), vitaminas,
etanol e biopesticidas (HOLKER; LENZ, 2005; VANDENBERGHE et al., 2000;
PANDEY, 2003).
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Os substratos tipicamente utilizados na FES s&o de origem agroindustrial,
subprodutos ou produtos agricolas propriamente ditos processados ou nao. Graos
de arroz, raizes de mandioca, soja, farelo de arroz, farelo de trigo, fuba, casca de
arroz e casca de trigo, entre outros, podem ser utilizados como substratos
(MITCHELL; BEROVIC; KRIEGER, 2002).

2.4. BIOSSINTESE DOS RAMNOLIPIDEOS

Segundo a via putativa descrita por Burger, Glaser e Burton (1963), a
biossintese dos ramnolipideos ocorre atraves de reacbes de transferéncias
sequenciais de grupos glicosil. Cada reacgéo € catalisada por uma enzima especifica,
sendo dTDP-L-ramnose o doador do grupo ramnosil e o B-D-hidroxialcanoiloxi-B-D-
alcanoato ou L-ramnosil-B-D-hidroxialcanoiloxi-B-D-alcanoato os aceptores do grupo

ramnosil (Figura 3).

Mais recentemente, através da estratégia de se criar cepas de P. aeruginosa
mutantes (através do knock-out de genes especificos) e a verificacdo se estas eram
capazes de produzir di-ramnolipideos ou ambos mono e di-ramnolipideos,
identificou-se 0s genes responsaveis por etapas da biossintese de ramnolipideos.
Os primeiros genes identificados foram os do operon rhIAB (OCHSNER; FIECHTER,;
REISER, 1994). A idéia inicial apresentada por Ochsner, Fiechter e Reiser (1994) foi
gue o produto de rhlAB seria o complexo ramnosiltransferase 1, que envolveria um
heterodimero RhIAB. Estes autores estudaram a expressdo destes genes e
caracterizaram o operon rhlAB de P. aeruginosa expresso em E. coli. Em adicao,
estes pesquisadores utilizaram mutantes de P. aeruginosa com rhlA ou rhiB
deletados, e mostraram que ambos 0s mutantes apresentaram perda de producao
de ramnolipideos. Mais recentemente, Déziel et al. (2003) mostraram que mutantes
com rhlA e rhiB deletados ndo produzem ramnolipideos, no entanto, mutantes com
apenas rhiB deletado ainda séo capazes de produzir B-D-hidroxialcanoiloxi-B-D-
alcanoato (HAA), o que indicou que RhIA é requerida para formacao da porcdo HAA
dos ramnolipideos, enquanto RhIB apresenta a atividade de ramnosiltransferase.

Rahim et al. (2001) mostraram que mutantes de P. aeruginosa com rhIiC deletado
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FIGURA 3 — BIOSSINTESE DOS RAMNOLIPIDEOS

Fonte: Adaptado — (CAMPOS-GARCIA et al., 1998; MAIER; SOBERON-CHAVEZ, 2000; REHM; MITSKY; STEINBUCHEL, 2001; DEZIEL et al., 2003;
SOBERON-CHAVEZ; LEPINE; DEZIEL, 2005; MILLER et al., 2006; ZHU; ROCK, 2008).
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produzem mono-ramnolipideos mas ndo produzem di-ramnolipideos, indicando que
RhIC apresenta atividade de ramnosiltransferase 2, enzima que adiciona a segunda

molécula de ramnose nos mono-ramnolipideos, formando os di-ramnolipideos.

A biossintese da dTDP-L-ramnose, fonte das hexoses adicionadas ao HAA
pela ramnosiltransferase 1 e 2, tem como precursor a glucose-1-fosfato, e ocorre em
uma sequéncia de reacOes catalisadas pelas enzimas codificadas pelo operon
rmBCAD (MAIER; SOBERON-CHAVEZ, 2000; SOBERON-CHAVEZ; LEPINE;
DEZIEL, 2005) (Figura 3). A formac&o do precursor inicial dessa via é catalisada
pela AlgC através de uma atividade de fosfo-gluco-mutase que converte a glucose-
6-fosfato em glucose-1-fosfato (OLVERA et al., 1999).

A porcéo lipidica dos ramnolipideos € proveniente da biossintese de novo dos
acidos graxos (CAMPOS-GARCIA et al., 1998; MAIER; SOBERON-CHAVEZ, 2000;
DEZIEL et al., 2003; SOBERON-CHAVEZ; LEPINE; DEZIEL, 2005) (Figura 3). Nao
h& indicios que intermediarios da beta-oxidacdo possam ser utilizados (ZHU; ROCK,
2008). No entanto, ainda néo € bem definido qual intermediario € retirado da via de
sintese dos acidos graxos e qual é a enzima que esta relacionada com a referida
retirada deste precursor (Figura 3). Campos-Garcia et al (1998) mostraram que
mutantes rhlG-negativos apresentam perda de producao de ramnolipideos. Segundo
estes pesquisadores, o gene rhlG de P. aeruginosa codifica uma [3-cetoacil redutase
NADPH-dependente requerida para sintese da porcdo B-hidroxiacido dos
ramnolipideos. Assim, eles propuseram que o intermediario 3-cetoacil-ACP (Figura
3) é convertido em B-hidroxiacil-ACP pela RhIG (CAMPOS-GARCIA et al., 1998). O
B-hidroxiacil-ACP, por sua vez, € convertido a 3-(3-hidroxialcanoiloxi)alcanoato pela
RhIA (DEZIEL et al., 2003). Por outro lado, segundo Zhu e Rock (2008), RhIG n&o
apresenta nenhuma funcdo na sintese dos ramnolipideos, uma vez que, nos
experimentos destes pesquisadores, mutantes rhlG-negativos apresentaram o0s
mesmos niveis de producdo de ramnolipideos das correlatas estirpes selvagens.
Ainda, segundo estes pesquisadores, € a enzima RhIA que capta diretamente o B-
hidroxiacil-ACP da biossintese dos acidos graxos. Adicionalmente, o que pode ser
dito, até o presente momento, € que RhIA é essencial para formacdo de HAA e dos

ramnolipideos, mas que nao é possivel afirmar qual é a real fungcédo desta enzima na
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biossintese dos ramnolipideos. A elucidacdo da funcdo de RhIG esta ainda mais
distante, uma vez que ndo se tem nem mesmMO um consenso se realmente esta

enzima esta ou ndo envolvida na sintese dos ramnolipideos.

2.4.1. Ainfluéncia do sistema quorum sensing na biossintese dos ramnolipideos

O sistema quorum sensing (QS) é o principal sistema de comunicagdo e
cooperacao de procariotos. Neste sistema a bactéria produz moléculas sinalizadoras
difusiveis que permitem a coordenagdo do comportamento do grupo. Assim, o
sistema QS permite que as bactérias percebam a densidade da populacdo
bacteriana e, através dessa informacéo, possam regular da expressao de varios
genes (SMITH; IGLEWSKI, 2003; SCHUSTER; GREENBERG, 2006; SANDOZ et
al., 2007). No QS de P. aeruginosa existem duas moléculas sinalizadoras do tipo
acil-nomoserinolactonas (acil-HSL): N-(3-oxododecanoil)-HSL e N-butiril-HSL,
produzidas pelas enzimas Lasl e Rhll, respectivamente (Figura 4). As moléculas de
acil-HSL ligam-se aos relativos fatores de transcricdo (LasR e RhIR), ativando a
expressado dos genes alvos. Os dois circuitos sao arranjados hierarquicamente,
assim Lasl-LasR controla positivamente a expressdo de RhlI-RhIR (Figura 4)
(SCHUSTER; GREENBERG, 2006; GILBERT et al., 2009).

O locus rhl no cromossomo de P. aeruginosa contém o operon rhlAB que
codifica a ramnosiltransferase 1, enzima responséavel pela formacdo dos mono-
ramnolipideos (Figura 4) (RAHIM et al., 2001; MEDINA et al., 2003) e rhll-rhiR, que
compde um dos circuitos do sistema quorum sensing (QS) (Figura 4). Estes genes
sdo transcritos na mesma direcdo, mas com rhlAB sendo transcrito
independentemente de rhll e rhIR (RAHIM et al., 2001). O operon rhlAB é
estritamente regulado por QS, enquanto rhlC, que tem como produto de sua
expressao a ramnosiltransferase 2, tem sua transcricdo coordenadamente regulada
com rhlAB pelo mesmo sistema (RAHIM et al.,, 2001). A biossintese da ramnose
adicionada ao HAA também sofre influéncia do QS. Segundo os estudos do

transcriptoma de P. aeruginosa, na biossintese da ramnose (Figura 3), tanto o



lasR las]

+/-2

genes alvo 4\_’,/

+

rhid rhiB rhiR rhll

genes alvo < T IR <

i |

N
B N-(3-oxododecanoil)-HSL O\ﬁ/ a1 a

o
N
A NbutirilHSL O\y \g/\/

FIGURA 4 — SISTEMA QUORUM SENSING DE Pseudomonas aeruginosa
Fonte: Adaptado — (CHEN et al., 2005)

37



38

operon rmIBCAD (MAIER; SOBERON-CHAVEZ, 2000; SOBERON-CHAVEZ;
LEPINE; DEZIEL, 2005) como a AlgC (OLVERA et al., 1999) apresentam transcri¢éo
promovida pelo QS (SCHUSTER et al., 2003; WAGNER et al., 2003; HENTZER et
al., 2003).

Adicionalmente, varios estudos tém mostrado uma correlacdo entre a
transicdo da fase exponencial para a fase estacionaria do ciclo de crescimento de P.
aeruginosa com a expressao dos genes dos circuitos do QS (SCHUSTER et al.,
2004; SCHUSTER; GREENBERG, 2007; VAN DELDEN, et al.,, 2001; ALVAREZ-
ORTEGA; HARWOOD, 2007; SANDOZ et al.,, 2007). A méxima producdo dos
ramnolipideos ocorre na fase estacionaria, e fatores como baixos niveis de
crescimento, escassez de nutrientes e microaerofilia estdo diretamente
correlacionados com altos niveis de expressdo de genes QS-induzidos (SANDOZ et
al., 2007).
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3. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Como relatado na revisédo bibliogréfica, a fermentacéo submersa enfrenta um
problema severo com a formacdo de espuma, quando utilizada para produzir
tensoativos. Os efeitos deletérios da formacdo de espuma, assim como os altos
custos e a ndo completa eficiéncia das estratégias de controle de formacédo de
espuma tém contribuido para a falta de processos de producéo de ramnolipideos em
escala comercial. Considerando o potencial de aplicacdo e a demanda destes
compostos, existe uma grande necessidade de se viabilizar a producdo destes
tensoativos. Muito pouco foi estudado da producao de biossurfactantes por FES, e
nada especificamente sobre a produgdo de ramnolipideos neste sistema, mas a
utilizacao desta tecnologia parece ser uma boa alternativa para se evitar a formacao
de espuma durante a fermentacdo, sem um significativo incremento no custo total do
processo. Portanto, o presente trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de
um processo de producdo de ramnolipideos por fermentacdo em estado solido,
visando a obtencédo de niveis de producdo comparaveis aos obtidos por fermentacéo
submersa. Durante o desenvolvimento do trabalho, ficou evidenciado o potencial
papel do sistema quorum sensing na regulacdo da producdo de ramnolipideos.
Desta maneira, para investigar este papel também foi feito um estudo do
transcriptoma de P. aeruginosa crescendo na presenga ou na auséncia de caseinato

de so6dio no meio de cultivo.

Estes objetivos foram alcancados através do planejamento e execucdo de

experimentos baseados nos seguintes objetivos especificos:

» Desenvolver metodologia de quantificacdo dos ramnolipideos produzidos por
FES;

* Selecionar o0s substratos com maior potencial para producdo de

ramnolipideos;
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Desenvolver um processo de producdo de ramnolipideos por FES, assim

como a extragao e purificacdo destes;

Caracterizar as propriedades fisico-quimicas dos ramnolipideos produzidos
por FES;

Caracterizar as propriedades fisico-quimicas das fracdes isoladas de mono- e

di-ramnolipideos produzidos por FES;
Otimizar os parametros dos cultivos soélidos;
Estudar, através de ensaios de microarranjos, a biossintese dos

ramnolipideos e a relacdo desta com o sistema quorum sensing de P.

aeruginosa.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. MICRORGANISMO

Os microrganismos utilizados neste trabalho foram duas cepas de
Pseudomonas aeruginosa: 1) P. aeruginosa UFPEDA 614, originalmente isolada de
uma planta petroquimica em Canto do Amaro, Rio Grande do Norte, gentilmente
cedida pelo Departamento de Antibioticos da Universidade Federal do Pernambuco.
Esta cepa ja vem sendo utilizada para estudos de producédo de ramnolipideos no
Laboratorio de Tecnologia Enzimatica e Biocatélise, Departamento de Quimica da
Universidade Federal do Parana (SANTANA FILHO, 2009; MONTEIRO, 2007;
MONTEIRO et al., 2007; MEIRA, 2007); e 2) P. aeruginosa PAO1, cepa
originalmente isolada na Austrdlia a partir de feridas humanas infectadas
(HOLLOWAY, 1955). PAOL é a cepa de P. aeruginosa mundialmente mais utilizada
em estudos laboratoriais, adicionalmente apresenta o genoma sequenciado e
publicado (STOVER et al., 2000) assim como, existe nho mercado microarray chip
comercialmente disponivel (Affymetrix GeneChip®). A cepa UFPEDA 614 foi
mantida em meio liquido Luria Bertani (LB) (composi¢éo por litro: 10 g NaCl, 10 g
triptona e 5 g extrato de levedura) adicionado de glicerol (40 %, v/v) e estocada a
-18 °C, enquanto a cepa PAO1 foi mantida em meio liquido PTYG (composi¢&do por
litro: 5 g peptona, 5 g triptona, 10 g extrato de levedura, 0,6 g MgS0O,.7H,0O e 0,07 g
CacCl,) adicionado de glicerol (20 %, v/v) e estocada a -80 °C. As cepas UFPEDA
614 e PAO1 foram transferidas para meios sélidos [agar triptico de soja (TSA) e
PTYG + 1,5 % (m/v) de agar, respectivamente] antes de serem utilizadas para o

preparo do inoculo (itens 4.2.1 e 4.4.1.1).
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4.2. PRODUCAO DE RAMNOLIPIDEOS POR FERMENTACAO EM ESTADO
SOLIDO

4.2.1. Preparo do inoculo

O pré-indculo foi realizado em frascos Erlenmeyers de 250 mL contendo 50
mL do meio Luria-Bertani (LB), inoculados com 1 ou 2 colbnias (raspadas com alca
bacterioldgica) de P. aeruginosa UFPEDA 614 e incubados, em agitador orbital, a
30 T por 8-12 horas sob agitacdo de 200 rpm (Figur a 5). O crescimento bacteriano
durante o preparo do indculo foi acompanhado pela determinacéo da absorbéancia do
meio de cultivo a 600 nm (D.O.s00), € 0 cultivo utilizado como indculo quando a

D.0O.500 €NCONtrava-se entre 0,6 e 0,8.

4.2.2. Preparo dos cultivos para Fermentacdo em Estado Soélido

Os ensaios para fermentacdo em estado sélido (FES) foram realizados em
frascos Erlenmeyers 250 mL, contendo 10 g de substrato sélido seco (Tabela 5). Os
substratos solidos utilizados foram: bagaco de cana-de-acuUcar [lavado por trés
vezes com agua e seco em estufa a 60 °C por 24 h ou utilizado, diretamente, sem
lavar (Usina de Alcool Melhoramentos, Jussara, Parand)]; torta de milho (Caramuru
Alimentos, Unidade Apucarana, Apucarana, Parana); farelo de girassol (obtido
através da moagem de sementes de girassol adquiridas em mercado local, seguido
de tamisacdo para obtencdo de particulas de dimenséao igual ou inferior a 1,7 mm);
palha de arroz (Arroz Frias, Apucarana Parana) e okara [(residuo sélido da producéo
do extrato de soja) seco em estufa a 60 °C por 24 h, moido e armazenado na forma
de “farinha” (Cocamar Cooperativa Agroindustrial de Maringa, Maringa, Parand)].
Adicionalmente, foram utilizados misturas de substratos solidos, na propor¢cédo de
50 % (m/m) de cada substrato solido (Tabela 5). Para as misturas “bagaco de cana-
de-acucar + girassol” e “bagaco de cana-de-acucar + torta de milho”, também foram

utilizados proporgdes de misturas diferentes de 50 % (item 4.2.5 e Tabela 6).
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Os substratos foram esterilizados por 15 min, a 121°C, resfriados e inoculados
em uma proporcédo de 4 % de volume de inéculo (D.O.gp entre e 0,6 e 0,8) (item
4.2.1) em volume de solugcdo umedecedora. Conforme as condicbes do ensaio
estabelecidas, a solucdo umedecedora era constituida de meio de sais (contendo,
por litro: 3,0 g KH2POy4; 7,0 g KoHPOy; 0,2 g MgS0,4.7H,O e 1,0 g (NH4)2SO0,)
adicionada de fonte de carbono. Também foram utilizadas como solucéo

umedecedora, solucdo tampé&o (contendo, por litro: 3,0 g KH,PO4; 7,0 g K:HPO,4) ou

TABELA 5 - SUBSTRATOS SOLIDOS E CONSORCIOS DE SUBSTRATOS
SOLIDOS UTILIZADOS NAS FES

Substratos Sdélidos Volume de meio por Umidade
massa de S.S. ? (mL/g) (%, m/m)®

Bagaco de cana-de-acucar 5,0 85
Farelo de girassol 2,5 73
Torta de milho 2,0 68
Palha de arroz 15 60
Okara 1,2 88
Bagaco de cana-de-acUcar + Farelo de 3,8 78
girassol°

Bagaco de cana-de-acUcar + Torta de 3,5 77
milho®

Bagaco de cana-de-aclcar + Okara® 3,1 87
Palha de arroz + Farelo de girassol° 2,0 77
Palha de arroz + Torta de milho 1.8 64

4 S.S. substrato sélido seco
® Massa do meio em relagdo a massa do substrato sélido umedecido
°50% em massa de cada substrato

agua, adicionadas de fonte de carbono. A solucdo umedecedora foi adicionada aos
substratos soélido em volume suficiente para se atingir a maxima capacidade
absortiva (Tabela 5, item 4.5.7.). Como fontes de carbono foram utilizados: 1)
glicerol; 2) 6leos vegetais (soja, milho e girassol); e 3) misturas de glicerol e 6leo
vegetal. Os meios solidos inoculados foram incubados em estufa bacteriologica a
30<C (Figura 5).
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4.2.3. Extracdo dos ramnolipideos

Os cultivos foram interrompidos, no tempo de fermentagdo oportuno, e
submetidos a extracdo dos ramnolipideos com agua destilada em agitador orbital a
200 rpm, por uma hora e em temperatura ambiente. Na sequéncia, a mistura foi
fitrada em gaze e prensada manualmente. Os extratos resultantes foram
centrifugados a 12.500xg a 25 T por 10 min e os sobrenadantes obtidos util izados
para determinacéo da tensdo superficial (item 4.5.2) ou submetidos a extragcdo com
CHCI3:MeOH (3:1) (extrato organico bruto) e posterior quantificacdo indireta dos

ramnolipideos pelo método de fenol-sulfarico (item 4.5.5) (Figura 5).

4.2.4. Otimizacdo da producdo de ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa
UFPEDA 614 em Fermentacdo em Estado Sélido

O processo de otimizacdo de producdo de ramnolipideos baseou-se,
essencialmente, no estudo de variagbes da composi¢cao dos meios de cultivo como:
variagdes na composicdo do meio salino; uso de diferentes fontes de carbono;
associacOes de fontes de carbono; uso de diferentes substratos solidos; e uso de
mistura de substratos solidos. A estratégia de otimizacdo utilizada alternou etapas
de triagem e escolha de variaveis com etapas de otimizagdo por metodologia de

superficie de resposta.

4.2.5. Otimizacdo da producdo de ramnolipideos por metodologia de superficie de

resposta

Foram feitos dois delineamentos fatoriais. O primeiro delineamento utilizado
foi um delineamento composto central rotacional (DCCR 22) incluindo 4 ensaios nas
condicOes axiais e quatro pontos centrais, totalizando 12 ensaios (Tabela 6). As
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Preparo do inéculo
50 mL de meio LB 30 T/ 12 h/ 200 rpm
+ > In6culo
1 ou 2 coldnias de P. aeruginosa
Preparo dos cultivos
solucao
umedecedora Meios inoculados incubados
substrato seco + + —> a30 T
pré-inéculo
Interrupcéo dos cultivos
cultivos interrompidos 200 rom/1 h/T.A. extrato liquido filtragAo/prensagem
H,0 extracdo ramnolipideos ~ Solido fermentado
Determinacao R Determinacao
extrato 12500 9/25 T/10 min‘ sobrenadante daT.s da CMC
resultante v resultante
Extracéo >
CHCI3;:MeOH Quantificacdo

FIGURA 5 - PRODUCAO DE RAMNOLIPIDEOS POR FERMENTACAO EM
ESTADO SOLIDO

Abreviaturas: T.A. temperatura ambiente, T.S. tensdo superficial, CMC concentracdo micelar critica
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TABELA 6 — VALORES ORIGINAIS E CODIFICADOS DAS VARIAVEIS
INDEPENDENTES DO DELINEAMENTO FATORIAL (DCCR 27)

Ensaios Variaveis Codificadas Variaveis Originais
X1 Xz Glicerol # Bagaco/Girassol b
1 -1 -1 5 14,5/85,5
2 +1 -1 15 14,5/85,5
3 -1 +1 5 85,5/14,5
4 +1 +1 15 85,5/14,5
5 -1,41 0 3 50/50
6 +1,41 0 17 50/50
7 0 -1,41 10 0/100
8 0 +1,41 10 100/0
9 0 0 10 50/50
10 0 0 10 50/50
11 0 0 10 50/50
12 0 0 10 50/50

4 Porcentagem em massa seca de bagaco de cana-de-agUcar e farelo de girassol
b Concentracéo de glicerol (g/L) na solu¢cdo umedecedora

variaveis estudadas neste delineamento foram: 1) a concentracao de glicerol e 2) a
proporcdo em massa/massa da mistura de substratos sélidos (bagaco de cana-de-
acucar e farelo de girassol). J& o segundo delineamento fatorial utilizado foi um
delineamento composto central rotacional (DCCR 2°) incluindo 6 ensaios nas
condicbes axiais e quatro pontos centrais, totalizando 18 ensaios (Tabela 7). Os
ensaios para os dois delineamentos foram feitos em duplicata. As analises de
regressao, de variancia e de significancia estatistica, assim como a constru¢do das
superficies de resposta, para ambos os delineamentos fatoriais, foram feitas com o

software Statistica versado 6.0.
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TABELA 7 — VALORES ORIGINAIS E CODIFICADOS DAS VARIAVEIS
INDEPENDENTES DO DELINEAMENTO FATORIAL (DCCR 2%)

Variaveis Codificadas Variaveis Decodificadas
Ensaios X1 X5 X3 Milho/Bagaco *° Glicerol Oleo®
1 -1 -1 -1 25/75 3 3
2 +1 -1 -1 75/25 9 3
3 -1 +1 -1 25/75 3 3
4 +1 +1 -1 75/25 9 3
5 -1 -1 +1 25/75 3 9
6 +1 -1 +1 75/25 9 9
7 -1 +1 +1 25/75 3 9
8 +1 +1 +1 75/25 9 9
9 -1,68 0 0 8/92 6 6
10 +1,68 0 0 92/8 6 6
11 0 -1,68 0 50/50 1 6
12 0 +1,68 0 50/50 11 6
13 0 0 -1,68 50/50 6 1
14 0 0 +1,68 50/50 6 11
15 0 0 0 50/50 6 6
16 0 0 0 50/50 6 6
17 0 0 0 50/50 6 6
18 0 0 0 50/50 6 6

4 Porcentagem em massa de torta de milho e bagaco de cana-de-aglcar
b Concentracéo de glicerol (g/L)
¢ Concentracgéo de 6leo de soja (g/L)

4.3. EXPERIMENTOS DE FERMENTACAO SUBMERSA

4.3.1. Curva de crescimento de Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 614 em frascos

Erlenmeyers

Os experimentos de curva de crescimento foram conduzidos em frascos

Erlenmeyers de 2000 mL contendo 400 mL de meio de sais e glicerol (contendo por
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litro: 3,0 g KHxPOy;, 7,0 g KoHPO4, 0,2 g MgSO4.7H0 e 1,0 g (NH4)2S0,)
acrescentados de 3% (v/v) de glicerol). Os meios foram esterilizados por 15 min, a
121 °C, resfriados e inoculados (item 4.2.1) em uma proporcdo de 2 % (v/v). Os
cultivos foram incubados em agitador orbital a 30C sob agitacdo de 200 rpm. O
crescimento bacteriano foi acompanhado pela determinagédo da absorbancia do meio
de cultivo a 600 nm (4.5.1) de aliquotas de 1,0 mL retiradas a cada 1 hora. Os

ensaios foram feitos em triplicata.

4.3.2. Curva de crescimento de Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 614 em

Biorreator de 5 L (Bioflo-Ill Fermentor — New Brunswick Scientific)

O ensaio no biorreator foi realizado com o meio de sais e glicerol (item 4.3.1).
O meio e a cupula do reator foram esterilizados por 15 min, a 121°C, resfriados e
inoculados (item 4.2.1) em uma proporcéao de 2 % (v/v). A fermentacgéo foi conduzida
a uma temperatura de 30C sob agitacdo de 200 rpm e aeracdo de 3,0 L/min. O
crescimento bacteriano foi acompanhado pela determinagédo da absorbancia do meio

de cultivo a 600 nm (item 4.5.1) de aliquotas de 1,0 mL retiradas a cada 1 hora.

4.3.3. Producéo de ramnolipideos por Fermentacdo Submersa

Os ensaios para fermentacdo submersa foram realizados em frascos
Erlenmeyers 250 mL, contendo 50 mL de meio de sais e glicerol (item 4.3.1). Os
meios foram esterilizados por 15 min, a 121 °C, resfriados e inoculados (item 5.2.1)
em uma propor¢cdo de 2 % (v/v). Os cultivos foram interrompidos, no tempo de
fermentacdo oportuno, centrifugados a 12.500xg a 25C por 10 min e o
sobrenadante obtido utilizado para determinacdo da tensao superficial (item 4.5.2)
ou submetido a quantificacdo indireta dos ramnolipideos pelo método de fenol-
sulfarico (item 4.5.5).
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4.4. ESTUDO DO TRANSCRIPTOMA DE Pseudomonas aeruginosa PAOl1 NA
PRODUCAO DE RAMNOLIPIDEOS POR FERMENTACAO SUBMERSA

4.4.1. Estudos fermentativos iniciais para selecdo de condi¢cdes de cultivo para os

estudos de microarranjos

4.4.1.1 Preparo do inoculo

O pré-inéculo foi realizado em frascos Erlenmeyers de 125 mL contendo
50 mL do meio PTYG, inoculados com 1 ou 2 coldnias bacterianas isoladas a partir
de placas de petri [PTYG + agar 1,5 % (m/v)] e incubados, em agitador orbital, a
37 T por 5-7 horas sob agitacdo de 200 rpm. O cres cimento bacteriano durante o
preparo do inéculo foi acompanhado pela determinacdo da absorbancia do meio de
cultivo a 600 nm (4.5.1), e o cultivo utilizado como in6culo quando a D.O.g

encontrava-se entre 0,6 e 0,8.

4.4.1.2. Curva de crescimento de Pseudomonas aeruginosa PAOL1

Os experimentos de curva de crescimento foram conduzidos em frascos
Erlenmeyers de 250 mL contendo 100 mL de meio de sais (contendo por litro: 3,0 g
KH,POy; 7,0 g KoHPOy; 0,2 g MgS0O,4.7H,0 e 1,0 g (NH4).SO,4) acrescentados de 4
% (m/v) de glicerol, ou uma das combinagdes a seguir: 3 % (m/v) glicerol + 1 % (m/v)
caseinato de sédio, 3 % (m/v) glicerol + 1 % (m/v) caseina hidrolisada ou 3 % (m/v)
glicerol + 1 % (m/v) casaminoacidos. Os meios foram esterilizados por 15 min, a
121°C, resfriados e inoculados em uma proporcdo de 1 % de volume de indculo
(tem 4.4.1.1) em volume de meio, e incubados, em agitador orbital, a 37C sob
agitacdo de 200 rpm. O crescimento bacteriano foi acompanhado pela determinacéo
da absorbéncia do meio de cultivo a 600 nm (4.5.1) de aliquotas de 1,0 mL. Nos
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experimentos que utilizaram como fonte de carbono glicerol ou glicerol + caseinato
de sodio, as curvas de crescimento, também foram feitas por plagueamento e
contagem de unidades formadoras de colbnias. Os ensaios foram feitos em
triplicata.

4.4.1.3. Producédo de ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa PAO1

Os cultivos foram realizados em frascos Erlenmeyers 250 mL, contendo 100
mL de meio de sais (item 4.4.1.2) adicionados de fonte de carbono ou misturas de
fontes de carbono (glicerol; caseinato de sédio; 6leo de soja; glicerol + caseinato de
soja; glicerol + caseina hidrolisada; glicerol + casaminoacidos; glicerol + Oleo de
soja; e glicerol + Oleo de soja + caseinato de sédio). Os meios foram esterilizados
por 15 min, a 121 °C, resfriados e inoculados em uma propor¢ao de 1 % volume de
inoculo (item 4.4.1.1) em volume de meio. Os cultivos foram interrompidos, no tempo
de fermentacdo oportuno, centrifugados a 12.500xg a 25 € por 10 min, e o
sobrenadante obtido submetido a quantificacdo indireta dos ramnolipideos pelo

método de fenol-sulfarico (item 4.5.5).

4.4.2. Coletas de amostras para obtencédo de RNA

Amostras dos cultivos de PAO1 foram coletadas em diferentes fases de
crescimento do microrganismo (entre 4,5 h e 48 h de cultivo). As aliquotas coletadas
adicionou-se, imediatamente, reagente protetor de RNA [RNA-protector® (Qiagen)]
na proporcdo de 2:1 (reagente:amostra) e a mistura resultante foi armazenada a
-80 <. Adicionalmente, foram coletas amostras para a determinacdo da

concentracao celular por contagem de unidades formadoras de col6nia.
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4.4.3. Etapa de lise celular

As amostras (item 4.4.2) foram descongeladas em bloco aquecido a 37 T e
centrifugadas a 5000xg por 5 min. O equivalente a 1 x 10° células de P. aeruginosa
foi re-suspendido em 100 pL de tampédo TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0)
contendo 400 pg/mL de lisozima. As reagbes foram incubadas por 5 min em
temperatura ambiente e homogeneizadas, com o auxilio de um vortex, por 10 s a

cada 2 min.

4.4.4. Extragdo do RNA

O RNA bacteriano total foi extraido atraves de eluicdo em mini-colunas do kit
RNeasy® Mini (Qiagen). Para isto, foram adicionados 350 uL de tampé&o RLT (do kit)
adicionado de B-mercaptoetanol (10 puL B-ME /mL de RLT) aos 100 pL resultantes da
reacao de lise celular (item 4.4.3). Para precipitar o RNA, foram adicionados 250 pL
de etanol anidro gelado. A amostra (700 uL) foi prontamente transferida para uma
mini-coluna previamente posicionada sobre um tubo de coleta (do kit). O sistema foi
centrifugado a 9000xg por 15 s, e o eluato foi descartado. Foram adicionados a mini-
coluna 500 uL de tampé&o RPE [(do kit) para lavar a membrana da mini-coluna]. O
sistema foi centrifugado a 9000xg por 15 s, e o0 eluato foi descartado. Este passo de
adicdo de tampao RPE e centrifugacdo (2 min) foi repetido. A mini-coluna foi
posicionada sobre um microtubo de 1,5 mL, foram adicionados 30-60 uL de DEPC-
H,O livre de RNase ao centro da membrana da mini-coluna, e o sistema foi

centrifugado a 9000xg por 1 min, para eluir o RNA.
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4.4 4. Tratamento do RNA total com DNase

O RNA total purificado foi tratado com DNasel, segundo protocolo do
fabricante com pequenas alteracdes (Qiagen off-column DNase treatment). A 15 pL
de RNA, foram adicionados 2 pL de tampdo de DNasel [Tris-HCI (500 mM),
MgCl,.6H,O (50 mM), Ditiotreitol (10 mM)], 2,5 pL de inibidor de RNase [(10 U)
Invitrogen] e 1 puL de DNase livre de RNase [(1U) Invitrogen]. As reacdes foram
incubadas a 37 T por 30 min e interrompidas com a adicéo de 2 pL de EDTA (140
mM, pH 8,0 em DPEC-H,0) seguido de incubacédo por 5 min a 65 T. O RNA to tal
contido na solucao resultante foi quantificado por Fluorometria (item 4.5.10) e sua
gualidade, assim como a auséncia de DNA, foi checada em eletroforese em gel de
agarose (item 4.5.11). Adicionalmente, a contaminacdo do RNA com DNA gendémico
foi checada por reacdo de PCR, utilizando-se oligonucleotideos iniciadores para o
gene rhiB (ramnosiltranferase 1) e subsequente eletroforese em gel de agarose
(tem 4.5.11).

4.4.5. Concentracédo do RNA total

As amostras de RNA, ja livres de DNA genbmico (item 4.4.4), foram
concentradas por precipitacdo do RNA com etanol. Aos microtubos de 1,5 mL,
contendo 200 pL RNA, foram adicionados 50 pL de NH;OAc (10 M) e 500 uL de
etanol anidro gelado. A mistura foi acondicionada a -20 C por 2 h e centrifugada a
8750 x g por 10 min a 4 €. O sobrenadante foi removido e 500 puL de etanol 70 %
foram adicionados. A mistura resultante foi centrifugada a 8750 x g por 5 mina 4 €
e 0 sobrenadante removido cuidadosamente através do uso de uma micropipeta.
Para a evaporacao do etanol 70 % residual, o microtubo contendo o pellet de RNA
foi acondicionado, aberto, em banho de gelo dentro da camera de fluxo laminar por
um periodo de 90 a 120 min. Os pellets de RNA foram entdo armazenados a - 80 T

e submetidos ao Genomics Shared Service (Arizona Cancer Center, University of
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Arizona, Tucson-AZ) onde os processamentos do GeneChip P. aeruginosa genome

array foram feitos.

4.4.6. Processamento do GeneChip genome array

As etapas de sintese de cDNA, fragmentacdo, marcacdo da sonda e
hibridizacdo foram feitas segundo os protocolos do fabricante (Affymetrix) no
Genomics Shared Service (Arizona Cancer Center, University of Arizona, Tucson-
AZ). Adicionalmente, outra etapa de avaliagdo da quantidade e qualidade do RNA foi
feita no Genomics Shared Service antes do processamento do GeneChip genome
array. O RNA foi quantificado e qualificado, respectivamente, medindo-se sua
absorbancia a 230, 260 e 280 nm, em um espectrofotdmetro ND-1000 (NanoDrop
Technologies) e analisado por eletroforese capilar, utilizando o sistema Bioanalyzer
(Agilent Technologies).

4.5. METODOS ANALITICOS

4.5.1. Determinacédo do crescimento bacteriano

O crescimento bacteriano na fermentacdo submersa foi acompanhado pela
determinacdo da absorbancia do meio de cultivo a 600 nm, assim como por
plagueamento em meio solido [agar triptico de soja (TSA)] e contagem das unidades

formadoras de colbénias.
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4.5.2. Determinacéo da tenséo superficial

A medida da tenséo superficial foi realizada nos sobrenadantes de cultura da
fermentacdo submersa ou nos extratos da FES livres de células, utilizando-se um
tensibmetro Kriss Processor Tensiometer modelo K12 (Hamburgo, Alemanha). As
analises foram feitas pelo método do anel, utilizando um anel de platina denominado
anel de Du Nouy. Neste método, a amostra € colocada em um recipiente do
aparelho, com o anel inicialmente submerso. A forca adicional exercida sobre o anel
no momento em que a lamina do liquido se rompe da a medida da tenséo superficial
(KRUSS, 1994). As condi¢des de analise padronizadas para todos os ensaios foram:
volume médio da amostra de 40 mL e temperatura ambiente. O equipamento foi
calibrado sempre no inicio e término das analises, medindo-se a tensao superficial

da agua destilada.

4.5.3. Determinacéo da Concentracao Micelar Critica

A concentracdo micelar critica (CMC) € a concentracdo de surfactante
necessaria para se iniciar a formacado de micelas em solucdo; quando, apos esta
concentracdo, a concentracdo de surfactante continuar aumentando, ndo ocorrera
mais reducao da tenséo superficial (COOPER, 1986). A determinacdo da CMC foi
realizada medindo-se a tenséo superficial através de diluicbes sucessivas (com agua
destilada) de solucdo aquosa de ramnolipideos, segundo técnica descrita por
SHEPPARD e MULLIGAN (1987). Foi entdo construido um grafico, plotando-se a
tensdo superficial medida contra a concentracdo de ramnolipideos, onde a CMC
corresponde ao ponto central de inflexdo da curva. As medidas de tenséo superficial
foram determinadas até que os valores obtidos se aproximassem da tenséo

superficial da agua destilada (70-72 mN/m).
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4.5.4. Medida do Indice de Emulsificag&o (E)

O indice de emulsificacdo (E) foi determinado segundo a metodologia descrita
por Cooper e Goldenberg (1987). Em tubos de ensaio com tampa de rosca, foram
distribuidos 6 mL de diferentes hidrocarbonetos (querosene, tolueno, gasolina e
diesel), posteriormente, adicionou-se 4 mL de solu¢cdo aquosa de ramnolipideos.
Cada tubo foi entdo submetido a agitacdo em vortex (rotacdo maxima) por 2 min. O
indice (E) foi determinado de acordo com a equacdo (1). As medidas foram

realizadas apos 24 h e 720 h.

E = altura da camada emulsificada x 100 (1)

altura total do liquido

4.5.5. Quantificacdo dos ramnolipideos

A quantificacdo dos ramnolipideos foi realizada por determinacdo dos
ramnolipideos que, por sua vez, foi feita pela medida dos acucares redutores totais
(fenol-sulfarico) pelo método de Dubois et al., (1956). As curvas padrdo para o
método foram feitas com padrdo ramnose (Sigma-Aldrich) ou padrdo de
ramnolipideos (gentilmente cedido pelo Departamento de Quimica da Universidade
do Arizona, Tucson-AZ, EUA). As quantificacdes foram feitas a partir de: (i) solucdes
aquosas de ramnolipideos obtidas pela adicdo de H,O aos extratos organicos de
FES; ou (ii) sobrenadantes de cultivo, livre de células, provenientes de fermentagéo
submersa. Para ambos processos fermentativos, foram feitos controles para se

descontar a influéncia dos meios inoculados (Ty) nas reacdes de fenol-sulfurico.

Os valores obtidos nas determinagbes dos acucares redutores totais
(ramnose) foram convertidos para ramnolipideos utilizando-se um fator de converséo

(conversdo de massa de ramnose para massa de ramnolipideos) de 3,2. Este fator
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foi calculado como média dos fatores 3,0 (ITOH et al., 1971) e 3,4 (BENINCASA et
al., 2002) relatados na literatura. E importante notar que este fator ndo é exato, uma
vez que os ramnolipideos sdo compostos por familias de congéneres que
apresentam diferentes massas moleculares (MONTEIRO et al., 2007). A utilizac&o
do fator de converséo nao foi necessaria quando se utilizou padréo de ramnolipideos

para construcao da curva padrao.

4.5.6. Medicao de pH

Os valores de pH dos meios de cultivo e de solu¢gbes que necessitavam de

ajuste de pH foram medidos em potencidémetro 320 pH Meter, Cornig.

4.5.7. Determinacgdo da umidade dos substratos soélidos

Os substratos soélidos foram umedecidos com meio de cultivo,
progressivamente, até que a maxima capacidade absortiva fosse atingida. A maxima
capacidade absortiva foi determinada como o volume maximo de meio absorvido
antes de haver agua livre no sistema. E importante ressaltar que as adi¢cbes de meio
ao substrato eram seguidas por etapa de homogeneizacéo e repouso de 45 a 90 min
em copo de Becker vedado com parafime. Uma vez determinada a maxima
capacidade absortiva, os substratos foram entdo umedecidos e a umidade
determinada. A umidade dos substratos solidos foi determinada em balanca de
infravermelho (Termobalanca Top-Ray, Tecnal). Por¢cdes de substrato soélido
umedecido, de massa entre 1 a 3 g, foram introduzidas no forno de infravermelho da
balanca e entdo submetidos a 120 T por 30 min, a u midade do substrato foi entdo

calculada como porcentagem em massa de meio contida no substrato (Tabela 5).
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4.5.8. Purificacédo das fracbes mono e di-ramnolipidicas

As purificagbes das fragbes mono e di-ramnolipidicas foram feitas com o
objetivo de se determinar as propriedades tensoativas e emulsificantes das fracdes
isoladas. Os sobrenadantes obtidos no item 4.2.3 foram submetidos a extragdo com
CHCI3:MeOH (3:1) e os extratos organicos resultantes foram recuperados em funil
de decantacdo e entdo concentrados por evaporacdo em evaporador rotatério a
40°C. Os extratos concentrados foram submetidos a cromatografia liquida em coluna
(item 4.5.9). As colunas cromatograficas foram montadas com silica gel 60 (0,063-
0,200 mm) (Merck, Darmstadt, Alemanha) e eluidas com CHCI;:MeOH (4:1).

4.5.9. Cromatografia em camada delgada

A presenca das fracdes ramnolipidicas eluidas foi verificada por cromatografia
em camada delgada (CCD). As anélises em CCD foram realizadas em placas de
silica gel 60 (Merck, Darmstadt, Alemanha) utilizando como sistema eluente
CHCI3:MeOH (4:1). As visualizagbes das bandas foram feitas com a utilizacdo do
revelador especifico para carboidratos orcinol:H,SO4:MeOH (250:100:2,5) a 100°C
por 5 min (SKISPISKI, 1975), utilizando ramnose como padrao.

4.5.10. Quantificacdo de RNA por Fluorimetria

As amostras de RNA total, obtidas apés o tratamento com DNase (item 4.4.4),
foram quantificadas por fluorimetria a partir do uso de um Kit de quantificacdo de
RNA RiboGreen® (Invitrogen) e um fluorébmetro Turner BioSystem TBS-380. As
guantificacbes de RNA foram feitas com base em curva padrdo de RNA ribosomal

de E. coli.
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4.5.11. Eletroforese em gel de agarose

Géis contendo agarose 1,0% (para RNA) e 2,0% (para DNA) foram
preparados em tampado TBE 1x (Tris 1,62%, acido bodrico 0,275%, EDTA 0,095%),
conforme descrito (VOYTAS, 1992). As amostras (ou padrdoes) de DNA ou RNA
foram diluidas em 3 uyL de corante FSUDS (azul de bromofenol 0,8%, ficol 10%,
xileno cianol 0,4%, SDS 1%, EDTA 1,8 mmol/L, Tris-HCI 65 mmol/L, pH 8,0), para
depois serem aplicadas nos pocos do gel. Efetuou-se a corrida sob 60-100 V,
acompanhando a progressdo do corante. Finalizada a corrida, os géis foram
transferidos para cuba contendo uma solucdo corante de brometo de etideo a 0,5
Mg/mL. Deixou-se nessa solugdo por cerca de 15 min. Os géis foram entdo lavados

brevemente com agua, e analisados e fotografados sob luz UV (312 nm).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. CURVA DE CRESCIMENTO de Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 614 EM
FERMENTACAO SUBMERSA EM FRASCOS ERLENMEYERS E EM
BIORREATOR

Monteiro et al. (2007) obtiveram um processo otimizado de producgéo de
ramnolipideos por fermentacdo submersa em frascos Erlenmeyers. Com o objetivo
de aumentar a escala deste processo, fez-se uma comparacdo entre os perfis de
crescimento da P. aeruginosa (DOggpy) obtidos por fermentagdo submersa em
Erlenmeyers e em biorreator de 5 L (BioFlo-lll Fermentor — New Brunswick

Scientific).

Como pode ser observado na Figura 6, o crescimento da bactéria no
biorreator foi muito inferior, o que pode ser explicado pela grande formacdo de
espuma (foaming). O foaming é causado pela producdo de ramnolipideos, que se
inicia no final da fase exponencial de crescimento da bactéria (DEZIEL et al., 2000),
e é agravado pelo método de agitagdo e aeracdo forcada do reator (Figura 7). A
grande quantidade de espuma formada reteve parte da biomassa, assim como
componentes do meio. As oscilagdes na leitura da DOgyp do experimento no
biorreator foram causadas pela retencéo da biomassa na espuma seguido da quebra
parcial, ao acaso, desta espuma (Figura 6 ).

A formacdo de espuma é um grande problema da producdo de
biossurfactantes por fermentagdo submersa, pois, junto com a espuma que sai do
reator, ha saida e consequiente perda de nutrientes, produtos e biomassa, reduzindo
a produtividade, ou até mesmo inviabilizando a fermentacdo (LEE; KIM, 2004; YEH
et al., 2006; KRIEGER; CAMILIOS NETO; MITCHELL, 2010). De fato, apds 20 horas
de cultivo, a quantidade de espuma formada estava além da capacidade volumétrica
do reator, de forma que o aumento da pressao levou a ejecdo do caldo fermentado,

impossibilitando a continuidade do experimento.



60

1,2

DO 600 nm

Tempo (h)

FIGURA 6 - COMPARACAO ENTRE AS CURVAS DE CRESCIMENTO OBTIDAS
DE FERMENTACAO SUBMERSA DE Pseudomonas aeruginosa
DAUPE 614 EM ERLENMEYERS E EM BIORREATOR

Composic¢éo por litro do meio de cultivo utilizado: 3,0 g KH,PO4; 7,0 g K;HPO,; 0,2 g MgS0O,.7H,0,
1,0 g (NH,),S0,4 e 3% v/v de glicerol. Condi¢cBes de cultivo: (A) Erlenmeyers - experimento realizado
em frascos Erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL de meio e incubados em agitador orbital a 30C/
200 rpm (os valores plotados sdo referentes as médias de triplicatas + erro padrao); e (m) Biorreator
de Fermentacdo Submersa (Bioflo-1l1l Fermentor de 5,0 L) a 30C, agitacdo de 200 rpm e aeracdo de
3,0 L/min, em 3,5 L meio de cultivo.

Duas estratégias tém sido utilizadas para combater a formacdo de espuma
em fermentacdo submersa: “quimica” ou “mecéanica”, Todavia, como relatado na
revisdo bibliogréfica (item 2.2.3.), estas estratégias aumentam o custo de producéo

dos biossurfactantes e ndo sdo completamente eficientes.

Dentro deste contexto, ficou evidenciado que ampliar a escala de producédo de
ramnolipideos por fermentagdo submersa poderia ndo ser a melhor forma de obter
um processo viavel de producdo deste tensoativo. Assim, optou-se por testar a
producdo de ramnolipideos por fermentacdo em estado solido (FES). A utilizacao

desta tecnologia de cultivo na producdo de ramnolipideos estava se iniciando com
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os trabalhos de dissertacdo de mestrado de MEIRA (2007), mas obter niveis de
producdo razoaveis neste sistema ainda era um desafio. Uma vez alcancados niveis
de producdo de ramnolipideos por FES equiparaveis aos obtidos por fermentacéo
submersa, a FES poderia ser uma alternativa para producdo de ramnolipideos, com

potencial para ampliacdo de escala sem problemas com a formac¢éo de espuma.

FIGURA 7 — FERMENTACAO SUBMERSA EM BIORREATOR

Fermentacdo submersa em biorreator (Bioflo-1ll Fermentor — New Brunswick Scientific) mostrando a
grande formacéo de espuma com 11 horas de cultivo. Meio e condi¢es de cultivo ver (Figura 6)

5.2. PRODUCAO DE RAMNOLIPIDEOS POR Pseudomonas aeruginosa EM
FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO DO BAGACO DE CANA-DE-ACUCAR

Os estudos iniciais para produgdo de ramnolipideos, por fermentagdo em
estado solido, utilizaram o bagaco de cana-de-aclcar como substrato. Este

substrato ja vinha sendo utilizado para estudos de producdo de ramnolipideos no
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Laboratério de Tecnologia Enzimatica e Biocatalise, Departamento de Quimica da
UFPR (MEIRA, 2007).

A cinética de producao de ramnolipideos por P. aeruginosa em FES pode ser
vista na Figura 8. A producdo do biossurfactante esta expressa em gramas de
ramnolipideos por litro de meio umedecedor e também em gramas de ramnolipideos
por quilogramas de baga¢o de cana-de-acUcar seco utilizado. A concentracdo de
ramnolipideos aumentou linearmente, alcancando 3,78 g/L (equivalente a
aproximadamente 19 g/kg) em 216 h (Figura 8). Um pequeno incremento na
producdo pode ainda ser visto nas proximas 200 h de fermentacdo, e um platd de
4,5 g/L ( 23 kg/L) foi atingido entre 400 e 700 h de cultivo.
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FIGURA 8 - CINETICA DE PRODUCAO DE RAMNOLIPIDEOS POR Pseudomonas
aeruginosa UFPEDA 614 POR FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO

Experimentos realizados em Erlenmeyers de 250 mL contendo 10 g de bagaco de cana-de-acgUcar
seco umedecido com 50 mL de meio contendo por litro: 3,0 g KH,PO,; 7,0 g K;HPO,; 0,2 g
MgS0,.7H,0, 1,0 g (NH4),SO, e 3% v/v de glicerol, incubados em estufa a 30 T. Os resultados
plotados referem-se as médias das concentragfes obtidas de experimentos em ftriplicata + erro
padrao
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5.3. ESTUDO DE SELECAO DE VARIAVEIS PARA A OTIMIZACAO DA
PRODUCAO DE RAMNOLIPIDEOS POR Pseudomonas aeruginosa UFPEDA
614 EM FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO

Neste estudo foram testadas diversas modificagdes nas condigdes padrao da
FES (Figura 8) utilizadas para producdo de ramnolipideos. Todas estas
modificacdes estdo apresentadas na Tabela 8. Os cultivos nas condi¢bes padrao
foram repetidos por diversas vezes e os resultados obtidos foram muito reprodutivos,

com uma concentragdo de ramnolipideos ao redor de 4,0 g/L (CP, Tabela 8).

5.3.1. ModificagcBes na solu¢cdo umedecedora

A solucdo umedecedora utilizada neste trabalho foi um meio de cultivo
utilizado para a producédo de ramnolipideos por fermentagdo submersa pela mesma
cepa de P. aeruginosa, descrito em MONTEIRO et al. (2007). Visando uma
diminuicdo no custo do processo, foram testadas modificacbes neste meio, como:
retirar os sais; retirar o tampdao; ou utilizar somente agua para umedecer o bagaco
de cana-de-acUcar; assim como substituir o glicerol comercial por glicerol
proveniente da producdo de biodiesel (GS, GT, GA e GC, Tabela 8). Contudo, a
significativa diminuicdo na producdo de ramnolipideos, para todas as combinacdes
testadas, inviabilizou a retirada ou substituicdo de qualquer um dos componentes da

solugéo umedecedora.

5.3.2. Efeito dos acUcares residuais presentes no bagaco de cana-de-acucar e do

aumento da concentracdo de glicerol na solugdo umedecedora

Com intuito de estudar o efeito da presenca dos acgucares residuais contidos
no bagaco de cana-de-acucar foram realizadas fermentacdes com bagaco de cana-
de-acucar lavado. A lavagem promoveu uma reducao de 23 % na concentragdo dos
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acucares redutores totais (ART) presentes no bagaco (antes da lavagem, o bagaco

continha 8,7+0,7 gramas de ART por quilograma de bagaco de cana-de-acucar

TABELA 8 - EFEITO NAS CONCENTRACOES DE RAMNOLIPIDEOS OBTIDAS
ATRAVES DE MODIFICACOES NAS CONDICOES PADRAO DE
PRODUCAO DE RAMNOLIPIDEOS POR Pseudomonas aeruginosa
UFPEDA 614, EM 288 H DE FERMENTACAO

Modifica ¢des na condi¢c&o padréo Codigo Ramnolipideos ?
(9/L)
Condi¢éo padréo CP 4,00+0,18
3,9040,17
4,00+0,09
Fermentacdo submersa utilizando o a mesma solucéo de sais da FS 12,18+0,53

FES com 3% (v/v) glicerol

Condigéo padréo, sem o tampéao GS 1,02+0,07
Condigéo padréo, sem os sais GT 1,10+0,04
Condicéo padréo, sem os sais e sem 0 tampao GA 1,00+0,03
Condigéo padréao, com substituicdo do glicerol por glicerina loura GC 1,89+0,05

proveniente da producéo de biodiesel
Condicéo padréo, com o bagaco previamente lavado BL 2,5310,06
Condicao padrédo, com o bagaco previamente lavado e utilizando BLG6 1,18+0.08

6% vl/v glicerol

Condicéo padréo, substituicdo do glicerol por 6leo de soja (OF] 1,63+0,08
Condicao padréo, substituicdo do glicerol por 6leo de milho OoM 1,86+0,05
Condicao padréo, substituicdo do glicerol por 6leo de girassol oG 1,73+0,10
Condicao padréo, utilizando 6% v/v glicerol G6 4,0610,20
Condicdo padrdo, com adicdo de mais glicerol (3% v/v) apés G3G3 0,48+0,06

144 h de fermentacao

Condicdo padrdo, o microrganismo foi cultivado por 24 h na FP 7,04+0,06
solucdo umedecedora antes de ser misturado com o sélido

Bagaco de cana-de-aclcar+Farelo de girassol’ 3% (v/v) glicerol BFG3 6,18+0,12
Bagaco de cana-de-aclcar+Farelo de girassol’ 6% (v/v) glicerol BFG6 17,92+0,81

 As concentracdes de ramnolipideos so referentes as valores a media das concentragdes obtidas a
Eartir de triplicatas + erro padréo
Bagaco de cana-de-agucar e Farelo de girassol, 50% em massa de cada substrato
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seco, e apos a lavagem, 6,3+0,6 gramas de ART). Assim, o bagaco submetido ou
nao ao procedimento de lavagem foi utilizado como substrato para fermentacédo. O
bagaco foi umedecido com solucdo de sais e glicerol e a concentragédo de glicerol
utilizada foi de 3 % (v/v), como nas condicbes pré-estabelecidas na Figura 8.
Adicionalmente, foi testada a utilizacdo de 6 % (v/v) de glicerol, tanto para o bagaco
lavado como para o ndo lavado. O procedimento de lavagem causou uma
diminuicdo na producdo de ramnolipideos (BL, Tabela 8). O incremento na
concentragdo de glicerol, utilizado para suprir o déficit de fonte de carbono
ocasionado pela lavagem, causou uma queda ainda maior na producdo de
ramnolipideos (BLG6, Tabela 8). Este resultado provavelmente esteja mais
relacionado com as caracteristicas fisicas do bagacgo (o bagaco lavado e com uma
maior adicdo de glicerol ficou visualmente mais compactado, o que provavelmente
tenha dificultado as trocas gasosas), do que com a disponibilidade de fonte de

carbono.

Por outro lado, a menor producdo de ramnolipideos no cultivo com bagaco
lavado € um forte indicio de que, na condicdo padrdo (tratamento CP), o
microrganismo esteja utilizando os agUcares residuais do bagaco de cana-de-
acucar. Nenhum incremento significativo na producdo de ramnolipideos foi
encontrado nos experimentos com a adicdo de mais glicerol ao bagaco n&o lavado.
Pode-se dizer que, nas condi¢cdes do processo fermentativo utilizadas, seria dificil
aumentar o nivel de ramnolipideos produzido utilizando o bagaco de cana-de-acucar

como substrato e utilizando somente o glicerol como fonte de carbono.

5.3.3. Utilizac&o de oleos vegetais como fonte de carbono e indutor

Os melhores resultados de producbes de ramnolipideos em fermentacao
submersa, reportados na literatura, foram obtidos utilizando O6leos vegetais ou
residuos ricos em 6leos como fonte de carbono e indutor (LINHARDT et al., 1987;
LANG; WULLBRANDT, 1999; NITSCHKE et al.,, 2005b; COSTA et al.,, 2006;
BENINCASA et al., 2002, BENINCASA; ACCORSINI, 2008). Assim, experimentos
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utilizando oleos vegetais (soja, milho e girassol) como fontes de carbono foram
realizados. A utilizacdo destes 6leos causou uma queda significativa na producéo de
ramnolipideos comparada ao controle, que utilizava como fonte de carbono o glicerol
(OS, OM, OG, Tabela 8). A menor producdo obtida com a utilizagdo dos Oleos
provavelmente esteja ligada a dificuldade de aeracdo do meio, uma vez que uma
camada de 0leo recobria o substrato, dificultando as trocas gasosas. A utilizacdo do
glicerol como fonte de carbono foi mantida para os posteriores experimentos, uma
vez que este composto é um indutor da producdo de ramnolipideos por P.
aeruginosa (JARVIS; JOHNSON, 1949). Outra vantagem de se usar o glicerol é a
disponibilidade desse composto, ja que € um subproduto da producéo do biodiesel
(SALUM et al., 2009).

5.3.4. Estudo de outras variaveis do processo fermentativo.

Neste ponto do trabalho, optou-se por testar outras variaveis do processo,
como: batelada alimentada; crescimento prévio do microrganismo, por 24 horas, no
meio umedecedor por fermentacdo submersa; utilizacdo de uma mistura de
substratos sélidos [bagaco de cana e farelo de girassol (fonte de 6leo)]; além da

fermentacdo submersa com 0 meio umedecedor.

A producédo de ramnolipideos aumentou de 4,0 para 7,0 g/L (78 %) (CP, FP,
Tabela 8) quando o microrganismo foi crescido previamente em fermentacéo
submersa por 24 horas. Este resultado pode estar relacionado a uma possivel
dificuldade de crescimento do microrganismo no substrato soélido (relacionada
principalmente a limitagdo de &gua, ao acesso aos nutrientes e a aeragdo do
sistema) que, neste caso, estaria sendo suprida pelo crescimento prévio em
fermentacdo submersa. A escolha do tempo de fermentacdo de 24 horas foi
baseada em estudos de cinética de crescimento bacteriano, que mostraram que 0s
cultivos com 24 horas ja estavam muito proximo do fim da fase exponencial de

crescimento.
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Um incremento de 56 % na producédo de ramnolipideos foi alcancado com a
utilizacdo da mistura de bagaco de cana-de-acucar e farelo de girassol (6,18 g/L) em
relacdo a utilizacdo do bagaco puro (4,0 g/L) (CP, BFG3, Tabela 8). Uma vez que a
massa de Oleo presente na semente de girassol é de aproximadamente 40 % (m/m)
e que as maiores taxas de producdo de ramnolipideos, na literatura, foram obtidas
com o0 uso de 6leos ou residuos ricos em 6leos como fonte de carbono e indutor
(LINHARDT et al., 1987; LANG; WULLBRANDT, 1999; NITSCHKE et al., 2005b;
COSTA et al., 2006; BENINCASA et al., 2002; BENINCASA; ACCORSINI, 2008),
provavelmente o 6leo do farelo de girassol esteja servindo como indutor para
producdo dos ramnolipideos. Adicionalmente, pode-se inferir que a mistura dos
substratos apresente caracteristicas fisicas favoraveis para o crescimento da
bactéria e producdo dos ramnolipideos: melhor aeragdo, melhor transferéncia de

massa e calor, e menor empacotamento.

Uma vez que o aumento da concentragcdo de glicerol na solugao
umedecedora ndo havia proporcionado melhora nas taxas de producdo de
ramnolipideos (item 6.4.2 e Tabela 8) optou-se por testar uma adicdo de glicerol
apos 144 horas de fermentacdo. Assim a solucdo umedecedora inicial continha 3 %
(v/v) de glicerol e a alimentacao foi feita com mais 3 % (v/v) de glicerol (G3G3,
Tabela 8). No entanto, a producdo de ramnolipideos foi fortemente diminuida. O
disturbio causado pela homogeneizacéo do glicerol adicionado, feita com um bastéo
de vidro, pode ter sido a causa da queda de producdo, uma vez que o crescimento
da bactéria no substrato, provavelmente, seja na forma de biofilme. Desta forma, o
procedimento de homogeneizacdo deve ter rompido a estrutura do biofilme e
consequentemente desfavorecido a producdo dos ramnolipideos. Uma maior
compactacdo do bagaco, ocasionada por este procedimento, pode também ter

influenciado negativamente a producao de ramnolipideos.

Apesar dos incrementos obtidos, tanto com a utilizacdo da mistura de
substratos (BFG3) como com o crescimento prévio do inéculo por fermentacéo
submersa (FP) (6,18 e 7,04 g/L, respectivamente, Tabela 8), neste ponto do
trabalho, a FES ainda apresentava resultados de producdo inferiores aos
apresentados pela fermentacdo submersa (12,18 g¢/L, Tabela 8). Mesmo
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considerando a vantagem que a FES apresenta de se evitar a formacao de espuma,
obter uma producdo equivalente ou mesmo superior aquela da fermentacéo
submersa seria indispensavel para se mostrar a viabilidade da produgdo de
ramnolipideos por FES. Neste contexto, um aumento da concentracdo de glicerol
(6% v/v) com a utilizacdo da mistura de bagaco e girassol também foi testado
(BFG®6, Tabela 8). Diferente do resultado obtido com o bagaco puro, um incremento
de quase 3 vezes na producdo de ramnolipideos foi obtido em relagdo ao bagaco
com girassol e 3 % (v/v) de glicerol, e um aumento de mais de 4,5 vezes em relacéo
ao controle [bagaco puro com 3 % (v/v) de glicerol] (BFG3 e CP, Tabela 8). Este
incremento pode estar relacionado com a melhora das caracteristicas fisicas da
mistura (como explicado acima) propiciando melhor condigdo para crescimento do
microrganismo, consumo de glicerol e producdo de ramnolipideos. Contudo, o que
se destaca é exatamente a correlacao positiva entre o glicerol e o farelo de girassol.
Em outras palavras, na presenca de farelo de girassol foi possivel adicionar mais
glicerol ao sistema e consequentemente se obter uma maior produgdo de

ramnolipideos.

A utilizacdo da mistura de farelo de girassol com o bagaco de cana apresenta
varias vantagens: (1) a disposicao do 6leo na semente triturada néo tras problemas
como dificuldade com as trocas gasosas; (2) a mistura apresenta um menor
empacotamento do que estes substratos puros, fornecendo melhores condices de
crescimento e producao de ramnolipideos; e (3) o farelo de girassol é uma fonte de

6leo de menor custo do que 6éleo refinado.

A producéo de ramnolipideos (em base de solucdo umedecedora adicionada)
obtida com a mistura de substratos e aumento da concentracdo de glicerol foi
superior a obtida por fermentagdo submersa (BFG6, Tabela 8). Adicionalmente,
pode-se dizer que o uso da mistura de substrato mostrou-se como uma alternativa
para a utilizacdo dos 6leos como indutor da producédo de ramnolipideos por FES.
Estes resultados indicaram a viabilidade da utilizacdo da mistura de substratos e da

FES como um todo para a producéo de ramnolipideos.
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5.3.5. Influéncia do crescimento prévio do microrganismo em fermentacao submersa
e da concentracao de glicerol em FES utilizando bagaco de cana e farelo de

girassol como substratos

Este estudo foi feito a partir dos dois resultados positivos obtidos nos
experimentos anteriores (com crescimento prévio da bactéria em fermentacdo
submersa por 24 horas e com a utilizacdo da mistura de substratos). Também foram
testadas concentracdes ainda maiores de glicerol. O melhor resultado de producéo,
de aproximadamente 40 g/L de ramnolipideos, foi obtido com 10 % (v/v) de glicerol
(Tabela 9), sendo mais de duas vezes maior do que o melhor resultado obtido na
Tabela 8.

TABELA 9 — EFEITO DA SUPLEMENTACAO DE FARELO DE GIRASSOL AO
BAGACO DE CANA-DE-ACUCAR, ADICAO DE MAIS GLICEROL E
DO INOCULO PRE-CULTIVADO NA SOLUCAO UMEDECEDORA
NA PRODUCAO DE RAMNOLIPIDEOS

Substrato Sélido e fonte de carbono Ramnolipideos (g/L) em 288 h de

fermentacéao

Inéculo Padréo Inéculo pré -cultivado por

24 h na solucéo

umedecedora
Girassol, 3 % (v/v) glicerol 11,1414 14,0+0,5
Bagaco+Girassol®, 3 % (v/v) glicerol 11,5+1,2 14,5+0,2°
Bagaco+Girassol®, 6 % (v/v) glicerol 26,1+1,5 28,1+0,7°
Bagacgo+Girassol®, 10 % (v/v) glicerol 39,8114 38,3+1,2

4 Bagaco de cana-de-acUcar e farelo de girassol, 50% em massa de cada.

® Os resultados apresentados aqui sdo superiores aos apresentados para as mesmas condicdes
reportadas na Tabela 8, pois aqui 0 nimero de extracbes com solvente organico foi aumentado de
trés para cinco vezes. Este procedimento foi adotado pois, com o aumento das concentragdes de
ramnolipideos obtidos com as novas condi¢cdes, 0 nUmero de extracdes passaram a ndo ser mais
suficientes

O crescimento prévio da bactéria por fermentacdo submersa (Tabela 9) so foi

significativo na concentracdo de 3 % (v/v) de glicerol para a mistura de substratos e
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para o farelo de girassol puro. Adicionalmente, pode ser observado que o0s
resultados de producdo apresentados na Tabela 8, para a mistura de substratos
sélidos com 3 e 6 % (v/v) de glicerol, sdo inferiores aos resultados obtidos com
experimentos, nas mesmas condi¢des, mostrados na Tabela 9. Este fato se deve a
pequenas modificacbes na metodologia de extracdo (aumento no numero de
extracdes, ver Tabela 9), que se fizeram necessarias, haja vista o grande aumento

nas taxas de producéo (Tabela 8, Tabela 9).

O farelo de girassol puro apresentou uma produ¢cdo um pouco superior ao da
mistura de substratos para a mesma concentracdo de glicerol (3 %, v/v). No entanto,
neste ponto do trabalho, ndo foi testado o farelo de girassol puro com maior
concentragdo de glicerol. O farelo puro é mais caro do que o bagaco de cana e
também apresenta uma menor capacidade de absorcdo do meio umedecedor e
consequentemente um menor rendimento por massa seca de substrato utilizado.
Adicionalmente, o farelo de girassol puro apresenta um maior empacotamento, o

gue provavelmente inviabilize a utilizagdo deste em um biorreator de FES.

5.4. CINETICA DA PRODUCAO DE RAMNOLIPIDEOS POR FES NAS
CONDICOES OTIMIZADAS

Dado as grandes mudancgas nas condi¢cdes de cultivo, assim como o grande
incremento nas taxas de producdo, um novo estudo cinético de producdo de
ramnolipideos foi feito (Figura 9). Neste experimento, utilizou-se solu¢céo de sais com
10 % (v/v) de glicerol e a mistura de bagaco de cana-de-agUcar e girassol na
proporcao de 50 % em massa de cada. O perfil de producdo apresentou-se muito
semelhante ao obtido com apenas o bagaco de cana-de-acUcar como substrato
(Figura 8), mas com taxas de producdo bem superiores, por volta de 45 g/L apés
200 horas de fermentacao (Figura 9). Neste experimento, utilizou-se a fracao inteira
de farelo de girassol que passa pelo tamis de 10-mesh, enquanto nos experimentos
prévios tinha sido utilizada a fracdo retida entre os tamises de 10 e 20-mesh. Esta
mudanc¢a aumentou um pouco a producdo do biossurfactante produzido em relacao

ao resultado apresentado na Tabela 9, que era por volta de 40 g/L. Possivelmente, a
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fracdo de menor diametro de farelo de girassol, previamente rejeitada, continha

nutrientes e indutores importantes para producdo dos ramnolipideos.

5.5. DELINEAMENTO FATORIAL DA PRODUCAO DE RAMNOLIPIDEOS POR FES
UTILIZANDO BAGACO DE CANA-DE-ACUCAR E FARELO DE GIRASSOL
COMO SUBSTRATO SOLIDO

Os resultados da Tabela 9 indicaram que a adicado de farelo de girassol ao
sistema e a concentracdo de glicerol foram os fatores que mais influenciaram a
producdo de ramnolipideos. Desta forma, optou-se por utilizar a metodologia de
superficie de resposta para checar a influéncia destes dois fatores na producdo de

ramnolipideos por FES. Com este proposito, utilizou-se um delineamento composto
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FIGURA 9 - CINETICA DE PRODUCAO DE RAMNOLIPIDEOS POR Pseudomonas
aeruginosa UFPEDA 614 POR FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO
EM CONDICOES OTIMIZADAS

Experimentos realizados em Erlenmeyers de 250 mL contendo 5 g de bagaco de cana-de-aglcar + 5
g de farelo de girassol umedecidos com 38 mL de meio contendo por litro: 3,0 g KH,PO,; 7,0 g
Ko,HPOy,; 0,2 g MgS0,.7H,0, 1,0 g (NH4),SO,4 e 10% v/v de glicerol, incubados em estufa a 30 T. Os
resultados plotados referem-se as médias das concentracdes obtidas de experimentos em triplicata +
erro padréo
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central rotacional (fatorial completo 22), incluindo quatro pontos axiais e quatro
pontos centrais, centrados na melhor condicdo obtida na Tabela 9 [bagaco de cana-
de-acucar+farelo de girassol (50 % em massa de cada), 10 % (v/v) de glicerol]. As
varidveis independentes foram: a concentracdo de glicerol na solugdo umedecedora
(% viv), representada pela variavel codificada X; e a proporcdo em massa de
bagaco de cana-de-acucar e farelo de girassol (% contribuicdo por massa),
representada pela variavel codificada (Xz). A Tabela 10 apresenta os valores das
variaveis independentes codificadas e originais. A Tabela 11 apresenta o
delineamento fatorial com as variaveis independentes e a variavel resposta:
experimental (Y, concentracdo de ramnolipideos em 288 h de fermentacdo); e

predita pela equacéo ajustada (Y). A equacéo ajustada é dada por:
Y = 46,25 — 2,35X; — 6,18X, — 15,80X,% — 14,92X,% — 9,74X1X; 2)

O valor do coeficiente de determinacdo (R?) para producdo de ramnolipideos
foi de 0,97, indicando que 97 % do total das variacdes nos niveis de producdo dos
ramnolipideos podem ser atribuidas as variaveis independentes e apenas 3 % nao
pode ser explicado pelo modelo. Em outras palavras, a equacéo se ajustou bem aos
dados experimentais. A analise de varidncia mostrou que 0s termos lineares,
guadraticos e de interacdo foram significativos (p<0,05), exceto para o termo linear

da concentracdo de glicerol. O fato do termo de interacdo ser significativo nao foi

TABELA 10 - VALORES ORIGINAIS E CODIFICADOS DAS VARIAVEIS
INDEPENDENTS USADAS NO DELINEAMENTO FATORIAL

Variaveis Originais

Niveis Concentracgao de Glicerol Bagaco/Girassol
(% viv) (% em massa)
-1,41 3 0:100
-1 5 14,5:85,5
0 10 50:50
+1 15 85,5:14,5

+1,41 17 100:0
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surpreendente, uma vez que experimentos prévios mostraram que o aumento da
concentracdo de glicerol apresentou um forte efeito quando o farelo de girassol foi
adicionado ao sistema. O modelo mostrou-se muito significativo, com um p-valor
extremamente baixo e um F-calculado mais de 8 vezes superior ao F-tabelado
(Tabela 12), sendo assim possivel se construir a superficie de resposta (Figura 10).
A superficie de resposta mostrou que o ponto central, obtido previamente passo a

passo, era realmente o da regido de o6tima producao de ramnolipideos.

TABELA 11 - DELINEAMENTO FATORIAL COM AS CONCENTRACOES DE
RAMNOLIPIDEOS OBSERVADAS E PREDITAS

Variaveis Independentes Concentracdo de ramnolipideos
Ensaios (g/L)
Glicerol Bagaco/Girassol Observado ( Y) Predito ( Y)

1 -1 -1 15.7 14,3
2 +1 -1 32,2 29,1
3 -1 +1 25,0 21,4
4 +1 +1 2,5 0,0
5 -1,41 0 16,0 18,2
6 +1,41 0 7,0 115
7 0 -1,41 23,6 25,3
8 0 +1,41 3,0 7,9
9 0 0 45,1 46,3
10 0 0 48,5 46,3
11 0 0 45,9 46,3
12 0 0 45,6 46,3

TABELA 12 — ANALISE DE VARIANCIA DOS DADOS DA TABELA 11

Fonte de Soma de Graus de Quadrado Médio F-calc p-valor
Variacdo Quadrados Liberdade
Regressao 3232.72 5 646.54
Residuos 109.50 6 18.25 35.43 0.000001
Total 3342.22 11

Fs6,005= 4,4
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FIGURA 10 - SUPERFICIE DE RESPOSTA DA PRODUCAO DE RAMNOLIPIDEQS
POR Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 614 POR FERMENTACAO

EM ESTADO SOLIDO

As variaveis independentes sdo: a proporcéo relativa de bagaco de cana-de-acucar/farelo de girassol
e concentracdo de glicerol na solucao umedecedora (neste gréafico utilizou-se os valores originais das
variaveis). A variavel resposta é concentracao de ramnolipideos com 288 horas de cultivo, expressa
em base de volume de solu¢do umedecedora utilizada (i.e., g/L).

5.6. A PRODUCAO DE RAMNOLIPIDEOS POR FES UTILIZANDO BAGACO DE
CANA-DE-ACUCAR E FARELO DE GIRASSOL SUPLEMENTADO COM SAIS
E GLICEROL MOSTROU-SE VIAVEL

A partir dos resultados deste trabalho, demonstrou-se que é possivel produzir
ramnolipideos por fermentacéo em estado solido (FES). Este trabalho proporcionou
o desenvolvimento de um processo de producdo, otimizado, de ramnolipideos por
FES, em escala de bancada. Os estudos de otimizagdo proporcionaram um
incremento de 10 vezes na producéo inicial obtida por FES, e em torno de 4 vezes,

se comparado com o obtido na fermentacdo submersa.
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Pouco se estudou da producédo de biossurfactantes por FES e ndo haviam
estudos sobre a producéo de ramnolipideos por FES. Estudos prévios de producéo
de biossurfactantes por FES ja foram feitos com cepas de Bacillus. Ohno, Ano e
Shoda (1992,1993, 1995a, 1995b, 1996) relataram a producéo de lipopeptideos anti-
fitopatogénicos, com propriedades antibioticas e tensoativas, produzidos por cepas
de Bacillus. Os niveis de producdo de inturina A alcancados por estes trabalhos
foram da ordem de 1,65 g/kg de sélido umido (OHNO; ANO; SHODA, 1996). Com
base no conteudo inicial de umidade de aproximadamente 80 % (m/m, em base
seca), este resultado iria corresponder a aproximadamente 8 g/kg de substrato
sélido seco. JA no caso da producdo de surfactina, os niveis de producéo
alcancados foram da ordem de 3 g/kg de substrato sélido seco (OHNO; ANO;
SHODA, 1995a, 1995b). Mais recentemente, Veenadig, Gowthaman e Karanth
(2000) estudaram a producéao de biossurfactantes por Bacillus subtilis cultivados em
torta de trigo. No entanto, estes pesquisadores ndo identificaram e nem mesmo
guantificaram o biossurfactante produzido. A analise dos resultados foi feita através
das propriedades emulsificantes e tensoativas das amostras do substrato sélido
fermentado adicionado de agua. Uma vez que utilizaram apenas métodos
gualitativos sem nenhuma correlacéo diretamente dependente da real concentracao
do biossurfactante, torna-se dificil fazer qualquer avaliacdo significativa destes
resultados. Mais recentemente, Das e Mukherjee (2007) utilizaram duas cepas
termofilicas de B. subtilis cultivadas em residuos de casca de batata. O melhor
resultado obtido por estes pesquisadores foi de 92 g/kg de sdlido seco. O melhor
resultado obtido por este trabalho de tese foi de 172 g/kg de bagaco de cana e farelo
de girassol secos. Entretanto, uma vez que lipopeptideos e ramnolipideos séo
diferentes classes de biossurfactantes, ndo é possivel fazer qualquer concluséo a

partir desta comparacao.

Este trabalho sugere que a FES apresenta potencial para ser uma alternativa
viavel para producéo de ramnolipideos. Em base de solu¢cdo umedecedora utilizada,
o melhor resultado atingido por este trabalho foi de 46 g/L. Este nivel de producéo é
comparavel aos melhores resultados de producdo de ramnolipideos obtidos por
fermentacdes submersas publicados na literatura, 16 g/L (BENINCASA et al., 2002),
23 g/L (LEE et al.,, 2004), 32 g/L (MATSUFUJI; NAKATA; YOSHIMOTO, 1997),
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45 g/L (TRUMMLER; EFFENBERGER; SYLDATK , 2003), e 46 g/L (LINHARDT et
al., 1989). Estes resultados de fermentagcbes submersas foram obtidos em pequena
escala, de forma que a reproducdo destes resultados com similares taxas de
producdo, mas em reatores de maior escala, seria bastante prejudicada pela

formacéo de espuma.

5.7. SELECAO DE OUTROS SUBSTRATOS SOLIDOS PARA PRODUCAO DE
RAMNOLIPIDEOS

Com os estudos de producdo de ramnolipideos por FES apresentados até
este ponto (itens 5.2 a 5.6), obteve-se um processo de producdo otimizado de
ramnolipideos por P. aeruginosa UFPEDA 614 cultivada em meio sélido composto
por bagaco de cana-de-acucar e farelo de girassol umedecido com solucéo de sais e
glicerol. A partir deste ponto do trabalho, investigou-se a possibilidade de se
substituir o bagaco de cana-de-acucar por palha de arroz e o farelo de girassol por
torta de milho. A Tabela 13 apresenta os resultados obtidos com estes substratos
sozinhos ou combinados aos pares, umedecidos com solucao de sais contendo 3 %
(v/v) de glicerol.

Os melhores resultados foram obtidos com a mistura de palha de arroz e
farelo de girassol e com a mistura de bagac¢o de cana-de-agucar com torta de milho
(aproximadamente 26 g/kg para ambas) (Tabela 13). Baseado no fato de que, no
caso da utilizacdo da mistura de bagaco de cana-de-acucar e farelo de girassol,
altas taxas de producéo de ramnolipideos por FES foram obtidas aumentando-se a
concentragcdo de glicerol adicionado (item 5.3.5), testou-se o efeito do aumento da
concentragdo de glicerol adicionado para as novas misturas. Para ambas as
misturas de substratos, os maiores niveis de producdo foram obtidos com solucao

umedecedora contendo 10 % (v/v) de glicerol (Tabela 14).

Na concentracdo de 10 % (v/v) de glicerol, a producédo de ramnolipideos (96,9
g/kg) obtida com a mistura de bagaco de cana-de-acUcar e torta de milho foi
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aproximadamente de 1,6 vezes superior aos 61,8 g/kg obtidos com a mistura de

palha de arroz e farelo de girassol. No entanto, a producao de ramnolipideos em g/L

TABELA 13 — EFEITO DE DIFERENTES SUBSTRATOS SOLIDOS NAS TAXAS DE
PRODUCAO DE RAMNOLIPIDOES POR Pseudomonas aeruginosa

UFPEDA 614
Composicao do solido Concentracéo de Volume (mL) de solucdo
ramnolipideos com 288 h umedecedora adicionada 10
(g/L) (9/kg) g de substrato solido
Bagaco de cana-de-agucar 4,0+0,2 20,0+1,0 50,0
c
Bagaco de cana-de-agucar 11,5+1,2 43,1+4,4 37,5
e farelo de girassol °
Palha de arroz 5,5+0,4 8,2+0,6 15,0
Torta de milho 7,2+0,2 14,5+0,3 20,0
Bagaco de cana-de-acucar 7,310,2 25,610,8 35,0
e torta de milho ©
Palha de arroz e torta de 8,5+1,0 14,4+1,8 17,5
milho °
Palha de arroz e farelo de 13,1+0,5 25,5+1,0 19,5
girassol °

% As concentracbes de ramnolipideos s&o referentes as valores a media das concentracdes obtidas a
Eartir de triplicatas + erro padréo

Solugdo umedecedora contendo 3 % (v/v) de glicerol
¢ Misturas de substratos sélidos, 50% em massa de cada substrato

foi similar para as duas misturas de substrato (Tabela 14). Esta diferenca deve-se ao
fato da mistura de bagaco de cana-de-acUcar e torta de milho apresentar
capacidade de absorver a solucdo umedecedora 1,8 vezes superior a apresentada
pela mistura de palha de arroz e farelo de girassol [Tabela 13 e Tabela 5 (materiais e

métodos)].

Considerando os resultados das Tabelas 13 e 14, assim como o fato da torta

de milho ser mais barata e abundante que o farelo de girassol, escolheu-se a
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mistura de 50:50 (m/m) de bagaco de cana-de-acucar e torta de milho,
suplementada com solucdo umedecedora contendo 10 % (v/v) de glicerol, para a

continuagao dos estudos.

TABELA 14 - EFEITO DA ADICAO DE MAIS GLICEROL A SOLUCAO
UMEDECEDORA NA PRODU(;AO DE RAMNOLIPIDEOS POR
Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 614

Concentracéo de Concentracdo de ramnolipideos em 288 h
glicerol (%, v/v) Bagaco de cana -de-acgUcar e Palha de arr oz e farelo de
torta de milho ° girassol °
(9/L) (9/kg) (9/L) (9/kg)
7,9+0,2 27,610,7 13,6+0,6 26,4+1,2
19,1+1,7 67,015,9 27,4+3,0 53,545,8
10 27,7+1,9 96,945,8 31,727 61,845,2
15 13,8+1,2 48,2+4,1 25,7+2,3 50,2+4,6

% As concentragdes de ramnolipideos s&o referentes as valores a media das concentracées obtidas a
Eartir de triplicatas + erro padréo
Solucéo umedecedora contendo 3 % (v/v) de glicerol

5.8. CINETICA DA PRODUCAO DE RAMNOLIPIDEOS POR P. aeruginosa
UFPEDA 614 POR FES UTILIZANDO BAGACO DE CANA-DE-ACUCAR E
TORTA DE MILHO COMO SUBSTRATO

A cinética de producdo de ramnolipideos por P. aeruginosa em FES,
utilizando bagaco de cana-de-acucar e torta de milho, pode ser vista na Figura 11. A
producéo do biossurfactante est4 expressa em gramas de ramnolipideos por litro de
meio umedecedor e também em gramas de ramnolipideos por quilogramas de
fermentado seco. A concentragdo de ramnolipideos aumentou linearmente,

alcancando 27 g/L (equivalente a 94 g/kg) em 216 h (Figura 11).
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FIGURA 11 - CINETICA DE PRODUCAO DE RAMNOLIPIDEOS POR
Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 614 POR FERMENTACAO
EM ESTADO SOLIDO UTILIZANDO O CONSORCIO DE
SUBSTRATOS BAGACO DE CANA-DE-ACUCAR E TORTA DE
MILHO

Experimentos realizados em Erlenmeyers de 250 mL contendo 5 g de bagaco de cana-de-acUcar + 5
g de torta de milho umedecidos com 35 mL de meio contendo por litro: 3,0 g KH,POy; 7,0 g K,HPOy;
0,2 g MgS0,4.7H,0, 1,0 g (NH,),SO, e 10% v/v de glicerol, incubados em estufa a 30 €. Os
resultados plotados referem-se as médias das concentragfes obtidas de experimentos em triplicata +
erro padréo

5.9. SUPLEMENTACAO DA SOLUCAO UMEDECEDORA COM OLEO DE SOJA

Uma vez que os niveis maximos de produc¢do obtidos com a nova mistura de
substratos (bagaco de cana-de-acgucar e torta de milho) ainda eram inferiores aos
alcancados no estudo anterior (46 g/L ou 172 g/kg, itens 5.4 e 5.5) obtidos com
bagaco de cana-de-acucar e farelo de girassol, optou-se por adicionar 3 % (v/v) de
Oleo de soja na solugcdo umedecedora. A adi¢do do 6leo baseou-se no fato do farelo
de girassol utilizado no estudo anterior ser rico em 0leo (40 % m/m) enquanto que a
torta de milho ndo €. A adicdo do 6leo de soja proporcionou um incremento na
producéo de ramnolipideos de 27,7+1.9 g/L para 36,0£1,5 g/L.



80

5.10. DELINEAMENTO FATORIAL DA PRODUCAO DE RAMNOLIPIDEOS POR
FES UTILIZANDO A MISTURA DE SUBSTRATOS: BAGACO DE CANA-DE-
ACUCAR E TORTA DE MILHO

Os resultados apresentados nas secdes 5.7 e 5.9 indicaram que a utilizagao
da mistura de substratos (bagaco de cana-de-acucar e torta de milho), o incremento
na concentracao de glicerol, e a adicdo de Oleo de soja ao sistema foram os fatores
gue mais influenciaram a producdo de ramnolipideos. Desta forma, optou-se por
utilizar a metodologia de superficie de resposta para checar a influéncia destes trés
fatores na producdo de ramnolipideos por FES. Com este propdsito, utilizou-se um
delineamento composto central rotacional (fatorial completo 2°), incluindo seis
pontos axiais e quatro pontos centrais (Tabela 15). As variaveis independentes
foram: a propor¢cdo em massa de bagaco de cana-de-acucar e torta de milho (%
contribuicdo por massa), representada pela variavel codificada Xi; a concentracéo
de glicerol adicionado a solucdo umedecedora (% v/v), representada pela variavel
codificada Xy; e a concentracdo de 6leo de soja adicionado a solu¢do umedecedora
(% viv), representada pela variavel codificada X3. A Tabela 15 apresenta os valores

das variaveis independentes codificadas e originais. A Tabela 16 apresenta o

TABELA 15 - VALORES ORIGINAIS E CODIFICADOS DAS VARIAVEIS
INDEPENDENTS USADAS NO DELINEAMENTO FATORIAL

Valores Valores originais
codificados Bagasso/milho Concentracao de Concentracéo de
(% em massa) glicerol 6leo
(%, viv) (%, Vviv)
-1,68 92/8 1 1
-1 75/25 3 3
0 50/50 6 6
+1 25/75 9 9

+1,68 8/92 11 11
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delineamento fatorial com as variaveis independentes e a variavel resposta
experimental (Y, concentracdo de ramnolipideos em 288 h de fermentacéo) e predita

pela equacao ajustada (Y). A equacéo ajustada é dada por:

Y =4523 + 2,71X; =1,95X, + 2,73X3 — 9,24X,? — 8,98X,2 — 2,50X3°— 5,50X; X
— 0,90X1 X3 — 2,41X,X3 (3)

O valor do coeficiente de determinacdo (R?) para producdo de ramnolipideos
foi de 0,97, indicando que 97 % do total das variagdes nos niveis de producdo dos
ramnolipideos podem ser atribuidas as variaveis independentes e apenas 3 % nao
pode ser explicado pelo modelo. Em outras palavras a equacgéo se ajustou bem aos
dados experimentais.

A andlise de variancia mostrou que os termos lineares e quadraticos foram
significativos (p<0,05). J& em relacdo aos termos de interacdo, apenas a interacéo
entre a concentracdo de glicerol (X;) e a propor¢cdo em massa de bagaco de cana-

de-acucar e torta de milho (X,) foi significativa (p<0,05).

O modelo mostrou-se muito significativo, com um p-valor extremamente baixo
e um F-calculado mais de 7 vezes superior ao F-tabelado (Tabela 17), sendo assim
possivel se construir a superficie de resposta, fixando um dos fatores e avaliando os
outros dois (Figura 12). Os trés fatores foram fixados, um de cada vez no nivel
codificado zero (Figura 12). As superficies de resposta indicaram que o ponto central
(proporcédo em massa de bagaco de cana-de-agucar e torta de milho 50 % de cada,
e a concentracado de 6 % (v/v) adicionada a solucdo umedecedora tanto de glicerol
como de oleo de soja) era realmente o ponto 6timo para producdo de ramnolipideos
(Figura 12).
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TABELA 16 - DELINEAMENTO FATORIAL COM AS CONCENTRACOES DE
RAMNOLIPIDEOS OBSERVADAS E PREDITAS

Ensaios Variaveis idependentes codificadas Concentracéao de

ramnolipideos em 288 h

(g9/L)
Bgaco/milho Glicerol Oleo de soja Observada (Y) Predita (Y)
1 -1 -1 -1 13,2 12,2
2 +1 -1 -1 33,3 30,4
3 -1 +1 -1 26,5 24,1
4 +1 +1 -1 23,7 20,3
5 -1 -1 +1 23,6 24,3
6 +1 -1 +1 39,2 38,9
7 -1 +1 +1 26,4 26,6
8 +1 +1 +1 20,9 19,2
9 -1,68 0 0 14,4 14,6
10 +1,68 0 0 20,1 23,7
11 0 -1,68 0 22,4 23,2
12 0 +1,68 0 13,6 16,6
13 0 0 -1,68 29,2 33,6
14 0 0 +1,68 43,4 42,8
15 0 0 0 44,7 45,2
16 0 0 0 46,6 45,2
17 0 0 0 45,9 45,2
18 0 0 0 44,4 45,2

TABELA 17 — ANALISE DE VARIANCIA DOS DADOS DA TABELA 16

Fonte de Soma de Graus de Quadrado F-calc p-valor
Variacao Quadrados Liberdade Médio
Regressdo 2288,78 9 254,31 26,94 0,000000002
Residuos 75,54 8 9,44
Total 2364,32 17

Fo8005= 3,39
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FIGURA 12 - SUPERFICIES DE RESPOSTA DA PRODUCAO DE
RAMNOLIPIDEOS POR Pseudomonas aeruginosa UFPEDA
614 POR FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO

As variaveis independentes séo: a proporcao relativa de bagaco de cana-de-agucar/torta de milho e
concentracdo de glicerol e de 6leo de soja na solugcdo umedecedora (neste grafico utilizou-se os
valores originais das variaveis). (A) A concentracao de 6leo de soja foi fixada em 6,0 % (v/v). (B) A
concentracao de glicerol foi fixada em 6,0 % (v/v). A proporcdo de bagaco de cana-de-agucar/torta de
milho foi fixada em 50:50 (m/m). A variavel resposta é concentracdo de ramnolipideos com 288 horas
de cultivo, expressa em base de volume de solucdo umedecedora utilizada (i.e., g/L).

5.11. A PRODUCAO DE RAMNOLIPIDEOS POR FES UTILIZANDO BAGACO DE
CANA-DE-ACUCAR E TORTA DE MILHO SUPLEMENTADOS COM SAIS,
GLICEROL E OLEO DE SOJA TAMBEM SE MOSTROU VIAVEL

A mistura de bagaco de cana-de-agucar e torta de milho mostrou-se como
outra possibilidade de producdo de ramnolipideos por FES. A substituicdo do farelo
de girassol pela torta de milho apresenta certas vantagens: 1) a torta de milho é um
subproduto, de baixo valor, da extragdo do 6leo de milho, enquanto o girassol néo é
subproduto; 2) a torta de milho apresenta um menor custo, e é mais abundante do
gue o farelo de girassol.
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A producéo de ramnolipideos com a utilizacdo da mistura de bagaco de cana-
de-acucar e torta de milho alcancou os mesmos niveis de producédo obtidas com
bagaco de cana-de-agucar e farelo de girassol (46 g/L) quando o 6leo de soja foi
adicionado ao sistema. A massa de 6leo presente na semente de girassol é de
aproximadamente 40 % (m/m) e como ja relatado, os Oleos ou residuos ricos em
Oleos sdo as melhores fontes de carbono e indutores da producédo de ramnolipideos
(LINHARDT et al., 1987; LANG; WULLBRANDT, 1999; NITSCHKE et al., 2005b;
COSTA et al., 2006; BENINCASA et al., 2002; BENINCASA; ACCORSINI, 2008).
Assim, a adicdo de Oleo ao sistema proporcionou bons niveis de producédo de
ramnolipideos, tornando viavel o uso da mistura de bagaco de cana-de-aclcar e

torta de milho.

5.12. PRODUCAO DE RAMNOLIPIDEOS POR FES, EM ESCALA DE BANCADA,
SUGEREM QUE FES EM LARGA ESCALA PARA PRODUCAO DESTE
TENSOATIVO E TECNICAMENTE VIAVEL

Dado os resultados obtidos com a FES em escala de bancada, a melhor
estratégia para producdo de ramnolipideos em larga escala parece ser através do
uso de biorreatores de leito estatico, com intuito de minimizar danos ao biofilme, o
gue limita a possibilidade de escolha de reatores em duas opc¢oes: 1) bandeja ou 2)
leito fixo (MITCHELL; BEROVIC; KRIEGER, 2000). Uma vez que Veenadig,
Gowthaman e Karanth (2000) ndo relataram nenhum tipo de problema de formacéo
de espuma com a producdo de biossurfactante com um biorreator de FES do tipo
leito fixo, pode-se inferir que a aeracao forcada na producéo de biossurfactantes por
FES em larga escala nao acarretaria problemas de formagdo de espuma, o que
evitaria a necessidade de se adotar medidas de contencdo de espuma. De qualquer
forma, o sucesso da producdo de ramnolipideos em escala de bancada, obtido com
este trabalho, sugere que a producdo em biorreatores de bandeja seja tecnicamente
viavel. Este tipo de biorreator, apesar requerer intensa mao de obra, tem sido
extensivamente utilizado na industria, sobretudo nos paises Asiaticos (DURAND,
2002).
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5.13. CARACTERIZACAO DE PROCESSOS “DOWNSTREAM” DOS
RAMNOLIPIDEOS PRODUZIDOS POR FES

As propriedades fisico-quimicas dos ramnolipideos produzidos por FES foram
determinadas a partir do tensoativo produzido por FES nas condicbes padrdo de
producdo [bagaco de cana-de-acucar com 3 % (v/v) de glicerol] (Figura 8). Apesar
da taxa de producdo ser bem menor nesta condi¢do, decidiu-se por utiliza-la, pois
com isso evitar-se-ia a interferéncia de Oleo residual (presente no farelo de girassol

item 5.3.4 ou 0Oleo de soja adicionado a solucdo umedecedora item 5.9) no sistema.

5.13.1 Determinacédo da concentracao micelar critica (CMC)

A concentracdo micelar critica (CMC) é um importante pardmetro para
avaliacdo da eficiéncia de um biossurfactante. Quanto mais eficiente for o
biossurfactante, menor sera a CMC. A CMC dos ramnolipideos produzidos por FES
foi determinada em funcdo da medida da tensdo superficial (mN/m) de diluicdes
sucessivas de solucdo aquosa do extrato orgénico bruto [item 4.2.3 (Materiais e
Métodos)]. Construindo-se um grafico da tensdo superficial medida contra a
concentracdo de ramnolipideos, obteve-se graficamente a CMC, que corresponde
ao ponto central de inflexdo da curva. A CMC determinada foi de 46,8 mg/L, em uma
tensao superficial de 28,3 mN/m (Figura 13). Este valor de CMC esta muito préximo
da CMC de 44,5 mg/L encontrada por Monteiro et al. (2007) para ramnolipideos
produzidos por fermentacdo submersa pela mesma cepa de P. aeruginosa utilizada
neste trabalho [0 resultado original da CMC reportado por Monteiro et al. (2007) foi
expresso em mg/L de ramnose, no entanto, para fim de comparacgédo este resultado
foi multiplicado por 3,2, que € o fator usado, neste trabalho, para converter
concentracdo de ramnose em concentracdo de ramnolipideos, item 4.5.5 (Materiais
e Métodos)]. Este resultado sugere que a composicdo de homologos de

ramnolipideos obtidos nos dois sistemas é similar.
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Figura 13 — DETERMINAQAO DA CMC A PARTIR DE DILUI(;OES SERIAIS DE
SOLU(;AO AQUOSA DE RAMNOLIPIDEOS PRODUZIDOS POR P.

aeruginosa UFPEDA POR FES
A seta indica a CMC (46,8 g/L de ramnolipideos)

5.13.2 Determinacéo do indice de emulsificacao (E)

O indice de emulsificacdo (E) foi feito a partir de uma solucdo de 6,4 g/L de
ramnolipideos. (Figura 14). Os valores de E»4 para querosene, gasolina e 6leo diesel
foram superiores a 90 %. As emulsdes formadas foram estaveis mesmo depois de 1
més, com E7,o por volta de 70 % para querosene, 6leo diesel e tolueno e 50 % para
gasolina. Estes resultados mostram que os ramnolipideos produzidos por FES
apresentam excelente capacidade emulsificante, assim como mostrado por Monteiro

et al. (2007) para ramnolipideos produzidos por fermentagdo submersa.
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FIGURA 14 — INDICE DE EMULSIFICACAO [E, %, APOS 24 H (BARRAS
BRANCAS) E 1 MES (BARRAS CINZAS)], COM DIVERSOS
HIDROCARBONETOS, A PARTIR DE SOLUGCAO DE
RAMNOLIPIDEOS (6,4 G/L) PRODUZIDOS COM P. aeruginosa
UFPEDA 614 POR FES

Valores de media obtidas a partir de duplicatas * erro padréo

5.13.3. Determinacdo da concentragcdo micelar critica (CMC) e do indice de
emulsificacdo (E) das frac6es mono e di-ramnolipidicas purificadas

Os ramnolipideos produzidos por P. aeruginosa UFPEDA 614 sdao uma
mistura de 6 homodlogos mono-ramnolipideos e 6 homdlogos di-ramnolipideos
(MONTEIRO et al., 2007). Assim, decidiu-se separar as duas fragcdes (mono- e di-
ramnolipideos) e determinar separadamente as propriedades tensoativas destas. A
Tabela 18 apresenta uma comparacéo das fragcoes, assim como do extrato organico
bruto contendo a mistura de mono- e di-ramnolipideos. Os indices de emulsificacdo
(E24) apresentados na Tabela 18 foram feitos a partir de solu¢des de ramnolipideos
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de 1,45 ¢g/L, sendo esta a maxima concentracdo de mono-ramnolipideos que se

conseguiu solubilizar.

A CMC calculada para os mono-ramnolipideos (31,7 mg/L) foi menor do que a
dos di-ramnolipideos (58,9 mg/L), enquanto que a mistura apresentou um valor
intermediario (46,8 mg/L). Em relacdo ao indice de emulsificagcdo, nenhuma das
preparacbes de 1,45 g/L (mono-ramnolipideos, di-ramnolipideos e mistura)
apresentou valores de Ej; equiparaveis aos obtidos contra 0s mesmos
hidrocarbonetos testados com a mistura de ramnolipideos de concentracdo de 6,4
g/L (compare resultados da Tabela 18 com os resultados da Figura 14). Para a
gasolina, o maior valor de E,,4 foi obtido com a fracéo di-ramnolipidica (90 %), sendo
este valor discretamente menor do que o obtido para a mistura na concentracéo de
6,4 g/L contra a gasolina. Para os outros hidrocarbonetos, o E,4 foi maior para a

mistura.

TABELA 18 - PROPRIEDADES TENSOATIVAS DE SOLUCOES AQUOSAS DE
MONO-RAMNOLIPIDEOS, DI-RAMNOLIPIDEOS E DE EXTRATO
BRUTO ORGANICO DE FERMENTACOES SOLIDAS

Propriedades Extrato organico Mono - Di-
tensoativas bruto ramnolipideos ramnolipideos
(“mistura”)

cmMmc? 48,3 31,7 58,9

(mg/L ramnolipideos)

.. Gasolina 56,0+2,2 50,0+0,7 90,043,5
Diesel 70,040,7 37,0+0,7 39,040,1
Querosene 71,0£2,1 8,0+0,7 40,0+2,8
Tolueno 74,0+1,4 45,0£0,1 52,0+0,7

& Concentracdo Micelar Critica
b SolugBes aquosas contendo 1,45 g/L de ramnolipideos
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TABELA 19 - EFEITO DA AUTOCLAVACAO DO BAGACO DE CANA-DE-ACUCAR
(121 POR 15 MIN) NAS PROPRIEDADES TENSOATIVAS

Propriedades tensoativas Tratamento térmico
Teste Controle
cmMmc? 40,425 41,6x0,4
= Gasolina 49,0+1,4 47,040,2
Diesel 68,0+1,4 68,0+0,1

% Concentracdo Micelar Critica (mg/L- ramnolipideos) do extrato aquoso de fermentacdes solidas
b Solu¢bes aquosas contendo 0,95 g/L de ramnolipideos

5.13.4. Efeito do tratamento térmico nas propriedades tensoativas dos ramnolipideos

Os microrganismos utilizados neste trabalho sdo cepas de P. aeruginosa,
bactéria causadora de infeccbes oportunista em individuos imuno-suprimidos
(STOVER et al., 2000). Assim, para uma possivel producdo de ramnolipideos em
escala comercial seria indispensavel se obter um produto livre de bactérias viaveis.
Neste contexto, com intuito de verificar se um tratamento térmico provocaria a
decomposicdo dos ramnolipideos com consequente perda das propriedades
tensoativas, 0 extrato aquoso do sélido fermentado (contendo ramnolipideos) foi
submetido a diferentes tratamentos térmicos (1 h a 65, 80 ou 100 T ou
autoclavacdo a 121 C por 15 min). Os perfis de abaixamento de tensdo superficial
obtidos por diluigdes seriadas do extrato original foram essencialmente idénticos,
assim como os valores de CMC obtidos. Esta alta estabilidade ao tratamento térmico
apresentada pelos ramnolipideos também foi recentemente confirmada por

Pornsunthorntawee et al. (2008).

Adicionalmente, testou-se o efeito direto da autoclavacdo do sdlido
fermentado contendo ramnolipideos (121 €T por 15 min) antes da extracdo. Este
teste teve como objetivo verificar se as altas temperaturas poderiam causar algum
tipo de reagdo ou interagdo entre os ramnolipideos e componentes do sélido e
consequentemente acarretar em diminuicdo ou perda de propriedades tensoativas.
No entanto, mais uma vez, os resultados tanto de CMC como de E,; foram

essencialmente idénticos aos resultados apresentados pelo experimento controle,
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sem autoclavacao (Tabela 19). Este resultado mostrou que o tratamento térmico do
sélido fermentado, utilizado para esteriliza-lo, ndo afetou as propriedades dos

ramnolipideos presentes neste solido.

5.13.5. Propriedades tensoativas dos ramnolipideos produzidos por FES

Os experimentos feitos com as fracbes mono- e di-ramnolipidicas mostraram
gque as propriedades tensoativas do biossurfactante sdo dependentes da
composicdo de homologos (Tabela 18). Os ramnolipideos produzidos por FES
apresentaram propriedades tensoativas e emulsificantes similares as apresentadas
pelos produzidos por fermentagdo submersa. Este resultado ndo era esperado a
priori. Seria possivel que as condicbes ambientais diferentes, as quais o0
microrganismo foi submetido durante a FES e a fermentagcdo submersa,
proporcionassem composi¢cdes de biossurfactante diferentes o suficiente para

modificar significantemente as propriedades tensoativas destes.

Nenhuma vantagem particular foi obtida com a separacéo das fragdes mono-
e di-ramnolipidicas. Quando comparados, sob a mesma concentracdo de
ramnolipideos, a mistura apresentou uma eficiéncia emulsificante mais consistente
contra os hidrocarbonetos testados. Apenas a mistura proporcionou resultados Ey4

superiores a 50 % para todos os hidrocarbonetos testados.

As propriedades tensoativas dos extratos brutos, extratos purificados e
homologos especificos de ramnolipideos produzidos por Pseudomonas tém sido
estudadas e relatadas na literatura. A CMC dos ramnolipideos depende de ambas
as porcdes hidrofilicas (ramnose) e hidrofobicas (acidos graxos) da molécula. No
caso dos acidos graxos, o esperado € que moléculas com cadeias mais longas e
insaturadas apresentem menor solubilidade e, portanto, uma menor CMC
(NITSCHKE et al., 2005b). No caso das unidades de ramnose, 0 esperado € que
uma unidade extra de L-ramnose nos di-ramnolipideos fagca com que estes sejam
mais soluveis em agua que os mono-ramnolipideos. Consequentemente, uma maior

concentracao de di-ramnolipideos € soluvel na agua antes da formacao das micelas,



92

portanto, os valores de CMC devem ser maiores (ABALOS et al.,, 2001). Os
resultados obtidos neste trabalho, com os experimentos que utilizaram preparacdes
dos homdlogos mono-ramnolipideos (CMC de 31,7 mg/L) e dos homdlogos di-
ramnolipideos (CMC de 58,9 mg/L), estdo de acordo com estes principios. Por outro
lado, resultados reportados para preparados de L-ramnosil-B-hidroxidecanoil-B-
hidroxi-decanoato (R;1C310C19) e L-ramnosil-L-ramnosil-B-hidroxidecanoil-3-hidroxi-
decanoato (R,C;0C1p) diferem desses principios. Por exemplo, Syldatk et al. (1985)
obteve uma CMC para R;C10C1p de 20 mg/L, maior que o valor da CMC encontrada
para R,C10C10 (10 mg/L). Em trabalhos um pouco mais recentes Parra et al. (1989)
obtiveram os mesmos 11 mg/L de CMC para R1C10Cy10 € para R2C10C10, €Nnquanto
Sim et al. (1997) obtiveram uma CMC de 40 mg/L para as mesmas moléculas
R1C10C10 € R2C10C10. E importante notar que ndo é possivel comparar os valores
absolutos de CMC destes trabalhos, uma vez que expressam seus resultados
algumas vezes em equivalente de ramnose e outras em concentracdo de

ramnolipideos e nem sempre fica muito claro qual foi a base utilizada.

5.14. ESTUDO DO TRANSCRIPTOMA DE P. aeruginosa PAO1 DURANTE A
PRODUCAO DE RAMNOLIPIDEOS POR FERMENTACAO SUBMERSA

Diferentes niveis de producdo de ramnolipideos tém sido alcancados com
diferentes cepas de P. aeruginosa (TRUMMER; EFFENBERGER; SYLDATK, 2003;
MONTEIRO et al., 2007; WANG et al., 2007; ROONEY, 2009). Dentre as cepas
utilizadas para producédo de ramnolipideos, ndo é comum encontrar P. aeruginosa
PAO1, uma vez que esta cepa ndo é uma boa produtora. Por outro lado, P.
aeruginosa PAO1, originalmente isolada na Australia a partir de feridas humanas
infectadas (HOLLOWAY, 1955), € a cepa de P. aeruginosa mundialmente mais
utilizada em estudos laboratoriais. Adicionalmente, esta cepa apresenta o genoma
completamente sequenciado e publicado (STOVER et al., 2000), assim como chip
de microarranjos comercialmente disponivel (microarray chip - Affymetrix
GeneChip®).
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Dentro deste contexto, optou-se por utilizar a cepa PAOL neste estudo de
analise do transcriptoma de P. aeruginosa durante a producdo de ramnolipideos.
Esta parte do trabalho dividiu-se em trés passos: primeiro foi feito um estudo de
producdo de ramnolipideos por PAO1l em fermentagdo submersa, no intuito de
padronizar as condicOes ideais para obtencdo de concentracdes razoaveis de
ramnolipideos; segundo, duas condicfes foram selecionadas para se realizar os
estudos de expressao génica; e, terceiro, fez-se os ensaios de hibridizacdo dos
microarranjos de DNA nas condicbes selecionadas. A diferenca entre as duas
condi¢cBes selecionadas foi a presenca ou auséncia de caseinato de sodio no meio
de cultivo. Esta escolha baseou-se no trabalho de Sandoz et al. (2007), que utilizou
caseinato de sédio como unica fonte de carbono para estimular o circuito quorum
sensing (QS) de P. aeruginosa. Eles relataram que, para P. aeruginosa crescer em
caseina, é indispensavel a expressdo de proteases extracelulares quorum-
controladas (SANDOZ et al., 2007).

5.14.1. Estudos iniciais: teste com diferentes fontes de carbono para a producéo de

ramnolipideos por P. aeruginosa PAO1

O estudo de producédo de ramnolipideos, aqui apresentado, baseou-se na
utilizacdo de diferentes fontes e misturas de fontes de carbono (Tabela 20). O
melhor resultado, ap6s 240 h de cultivo, foi obtido com a mistura de glicerol e
caseinato de sodio (9,3 g/L). As misturas “glicerol e caseina hidrolisada” e “glicerol e
casamino acidos” apresentaram niveis menores de producdo (5,6 e 5,7 g/L,
respectivamente) (Tabela 20). Analisados conjuntamente, estes resultados sugerem
que o aumento na producdo de ramnolipideos ndo est4 apenas relacionado a uma
suplementacao nutricional, pois se fosse apenas nutricional a suplementacdo com a
proteina ou com seus derivados apresentaria niveis de producdo mais proximos.
Outro fator aqui relacionado é o fato de que, para que 0 microrganismo cresg¢a em
meio suplementado com caseinato de sédio e o consuma, é necessario que este
expresse proteases extracelulares para a hidrolise da proteina. Uma vez que as
proteases extracelulares de P. aeruginosa sao quorum-reguladas, o uso da proteina
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no meio de cultivo teve, também, funcéo de ativagdo do sistema QS (SANDOZ et al.,
2007).

Os perfis de crescimento da cepa PAO1l no meio suplementado com a
proteina ou com seus derivados foram similares, exceto pela maior fase lag
apresentada pelos cultivos que utilizaram proteina integra (Figura 15). Este atraso
pode ser explicado pela necessidade da expressao prévia de genes do sistema QS,
gue, por sua vez, depende de um minimo de densidade celular e da expressdo de
rpoS (rpoS - fator de ativagdo de expressao de fase estacionaria) (SCHUSTER et
al., 2003; SCHUSTER et al., 2004; SCHUSTER; GREENBURG, 2007; SANDOZ et
al., 2007).

TABELA 20 — EFEITOS DA COMPOSICAO DA FONTE DE CARBONO NAS TAXAS
DE PRODUCAO DE RAMNOLIPIDEOS POR Pseudomonas
aeruginosa PAO1

Fonte de carbono Ramnolipideos (g/L)

a

apos 240 h de cultivo

Glicerol (4 %, m/v) 0,64+0,11
Glicerol (3 %, m/v) + 6leo de soja (1 %, m/v) 0,30+0,06
Caseinato de sédio (1 %, m/v) ND °

Glicerol (3 %, m/v) + caseinato de sédio (1 %, m/v) 9,32+0,44
Glicerol (3 %, m/v) + casamino acidos (1 %, m/v) 5,56+0,21
Glicerol (3 %, m/v) + caseina hidrolisada (1 %, m/v) 5,72+0,11
Oleo de soja (3%, m/v) + caseinato de sddio (1%, m/v) 3,0940,24
Glicerol (1,5 %, m/v) + 6leo de soja (1,5 %, m/v) + caseinato 4,27+1,41

de sédio (1 %, m/v)

 As concentracdes de ramnolipideos séo referentes aos valores médios das concentracées obtidas a
Eartir de triplicatas + erro padréo
Nao detectado (Valor inferior a sensibilidade de método empregado)

Com o intuito de se obter uma maior ativacdo dos genes do sistema QS,
testou-se o uso de caseinato de s6dio como Unica fonte de carbono, no entanto, a

proteina sozinha nado foi suficiente para proporcionar producdo de ramnolipideos
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(Tabela 20). Por outro lado, glicerol como uUnica fonte de carbono proporcionou
pequenos niveis de producdo de ramnolipideos (0,64 g/L, Tabela 20).
Adicionalmente, testou-se suplementar o meio de cultivo com 6leo de soja. O
consumo de triacilglicerdis depende da expressédo de lipases extracelulares. Estas
enzimas hidrolisam os triacilglicer6is em acidos graxos e glicerol que entdo seréo
transportados e consumidos pelo microrganismo. A expressdao das lipases
extracelulares de P. aeruginosa sofre também modulacdo positiva pelos genes
expressos no sistema QS (REIMMANN et al.,, 1997; SCHUSTER; GREENBURG,
2006), assim o 0Oleo de soja p6de ser utilizado com o mesmo propdésito do caseinato
de sbdio. Porém, os meios de cultivo contendo 6leo apresentaram uma camada de
6leo na superficie do liquido que, com o crescimento da bactéria e consequente

producdo de ramnolipideos, evoluiu para uma emulsdo. Assim, a adicdo de 6leo

DO 600 nm

Tempo (h)

FIGURA 15 -CURVAS DE CRESCIMENTO de P. aeruginosa PAO1 A PARTIR DE
MEIO SUPLEMENTADO COM CASEINA E SEUS DERIVADOS

Meio utilizado e condi¢Bes de cultivo: experimento realizado em frascos Erlenmeyers de 250 mL com
100 mL de meio contendo por litro: 3,0 g KH,POy; 7,0 g K;HPOy; 0,2 g MgS0O,4.7H,0, 1,0 g (NH,)2S04
e 3% m/v de glicerol, suplementados com 1 % m/v com: (¢) caseinato de soédio; (m) caseina
hidrolisada; e (A) casamino acidos. Os frascos foram incubados em agitador orbital a 37<C/ 200 rpm
(os valores plotados sao referentes as médias de triplicatas + erro padréo).
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ao meio de cultivo ocasionou uma perda significativa da homogeneidade do meio e,
por conseguinte, uma queda na eficiéncia de transferéncia de oxigénio e dioxido de
carbono entre as fases liquidas e gasosas do cultivo. Consequientemente, o uso de
Oleo de soja ndo proporcionou bons niveis de producdo de ramnolipideos, sendo
gue a mistura glicerol e 6leo de soja apresentou o menor indice de producdo deste
estudo (Tabela 20). Por outro lado, uma melhora nas taxas de producdo de
ramnolipideos foi obtida quando se adicionou caseinato de sddio aos meios que
continham Oleo (Tabela 20). Este fato pode ser explicado pelo aumento de
homogeneidade do meio, visualmente observada, proporcionado pela adicdo de
caseinato de sodio a mistura, uma vez que este apresenta capacidade de formar

micelas.

5.14.2 Escolha das condicfes teste e controle para os ensaios de microarranjo

Como mencionado no item anterior, altos niveis de producdo de
ramnolipideos foram alcangados com a suplementacdo de caseinato de sédio no
meio de cultivo que continha 3% (m/v) glicerol. Comparando-se este resultado com
os resultados obtidos com o meio contendo 3% (m/v) glicerol como Unica fonte de
carbono, pode-se observar um incremento na producao de ramnolipideos superior a
10 vezes (Tabela 20). Este aumento na produc¢do, em conjunto com a diferenca na
producédo de ramnolipideos obtida entre o uso da proteina e seus derivados (Tabela
20), permitiu a elaboracao da hipotese deste estudo transcricional: O aumento de
mais de 10 vezes na producdo de ramnolipideos alcancado com a suplementacao
do meio de cultivo com caseinato de sodio pode ser resultado de um efeito sinérgico
entre a suplementacdo nutricional do meio de cultivo e a maior expressao de genes
do sistema QS. Assim, para se testar esta hipotese, escolheram-se duas condi¢des
para se realizar os experimentos de expressao génica, utilizando-se microarranjos
de DNA: a) meio suplementado com caseinato de sédio (condicéo teste) e b) meio
contendo glicerol como uUnica fonte de carbono (condicdo controle). Estes
experimentos tiveram como objetivo verificar a transcricdo diferencial de todo

genoma de PAQOL, na presenca e auséncia de caseinato de sddio no meio de cultivo.
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5.14.3 Producédo de ramnolipideos por P. aeruginosa PAO1l em meio de cultivo

suplementado com caseinato de sodio

Quando P. aeruginosa PAO1 foi cultivada na presenca de caseinato de sodio
(Figura 16), nas primeiras 24 horas de cultivo quase nenhuma producdo de
ramnolipideos foi detectada (Figura 16). Por outro lado, entre 24 h e 144 h uma

intensa e linear producdo de ramnolipideos pode ser observada. Este resultado

Ramnolipideos (g/L)

0 48 96 144 192 240

Tempo (h)

FIGURA 16 - CINETICA DE PRODUCAO DE RAMNOLIPIDEOS POR P. aeruginosa
PAO1 POR FERMENTACAO SUBMERSA

Meio utilizado e condi¢Bes de cultivo: experimento realizado em frascos Erlenmeyers de 250 mL com
100 mL de meio contendo por litro: 3,0 g KH,POy; 7,0 g K;HPOy; 0,2 g MgS0,.7H,0, 1,0 g (NH;)2SO4,
3 % m/v de glicerol e 1% de caseinato de sodio, incubados em agitador orbital a 37°C/ 200 rpm (os
valores plotados séo referentes as médias de triplicatas + erro padrao);

sugeriu que um periodo interessante para se avaliar o transcriptoma da PAO1 seria
entre 24 h e 48 h, quando iniciou-se a producdo de ramnolipideos. Nao se cogitou a
escolha de tempos superiores a 48 h por varios motivos: 1) como mencionado, com
48 h de cultivo a velocidade de producdo de ramnolipideos ja era maxima; 2) a
eficiéncia das extracées de RNA (quantidade e qualidade) decresce com o decorrer

dos cultivos, ou seja, com o passar do tempo obtém-se menos RNA por montante de



98

células, e a probabilidade de se obter RNA degradado também € maior; e 3) a
proporcdo de RNA mensageiro/RNA total decresce com o passar do tempo de

cultivo.

5.14.4 Identificacdo de genes com expressao diferencial na presenca e auséncia de

caseinato de sodio

Ensaios de hibridizacdo de microarranjos de DNA (Affymetrix GeneChip® P.
aeruginosa genome array) foram feitos no intuito de se comparar os perfis
transcricionais obtidos apos cultivo de PAO1 em meio com presenca de caseinato
de sddio (condicdo teste) e auséncia de sodio caseinato (condi¢do controle) (como
mencionado no item 5.14.2). Estes ensaios foram realizados para ambos (teste e
controle) em dois pontos da curva de crescimento de PAO1, apos 30 e 48 horas de
cultivo (tzo e tss, respectivamente) (Figura 17). Grandes diferencas nos perfis

transcricionais foram encontradas em ambos os casos (Figura 18).

Optou-se por selecionar genes que apresentassem expressao diferencial
entre as condicOes teste e controle maior que 2 vezes, para ambos 0s tempos t3, e
t4, € sempre com o “teste” e o “controle” no mesmo tempo de cultivo (teste-
tso/controle-tzg e teste-tsg/controle-t4g). A normalizagcéo das condi¢des de hibridizacéo
dos microarranjos de DNA e a quantificacdo da expressdo génica das condi¢des
teste e controle foram feitas com o software GeneSpring GX 10.0.2 (Agilent
Technology). Esta triagem de genes diferencialmente expressos foi feita com o
intuito de se tracar um perfil de expressao de genes que pudessem estar direta ou
indiretamente correlacionados com o aumento da biossintese de ramnolipideos.
Com as condi¢cdes apresentadas acima, 400 genes responderam a presenca de
caseinato de so6dio no meio de cultivo no tempo de 30 h e 837 genes se
apresentaram diferencialmente expressos com 48 h, sendo 207 genes em comum
em ambos os tempos de cultivo. Assim, 1030 genes (562 ativados e 468 reprimidos)
apresentaram expressao diferencial na presenca de caseinato de sodio no meio de
cultivo. Adicionalmente, 11 regibes intergénicas (6 ativadas e 5 reprimidas)

responderam a presenca de caseinato de sodio no meio de cultivo.
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FIGURA 17 — CURVA DE CRESCIMENTO DE P. aeruginosa PAO1

Meio utilizado e condi¢Bes de cultivo: experimento realizado em frascos Erlenmeyers de 250 mL com
100 mL de meio contendo por litro: 3,0 g KH,POy; 7,0 g K;HPOy; 0,2 g MgS0,.7H,0, 1,0 g (NH;)2SO4,
3 % m/v de glicerol e 1% de caseinato de sodio, incubados em agitador orbital a 37°C/ 200 rpm (os
valores plotados séo referentes as médias de triplicatas + erro padrao);
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FIGURA 18 — DISTRIBUICAO DOS GENES COM EXPRESSAO DIFERENCIAL EM
RESPOSTA A PRESENCA DE CASEINATO DE SODIO DE
ACORDO COM A MAGNITUDE DA TRANSCRICAO

A distribuicdo dos genes foi feita de acordo com a magnitude da expresséo diferencial [o nimero de
vezes que o teste (presenca de caseinato no meio de cultivo) foi expresso a mais ou a menos que o
controle (auséncia de caseinato no meio de cultivo)]. (A) 30 horas de cultivo (tzo); (B) 48 horas de
cultivo (t4g); (m) genes super-expressos; (=) genes reprimidos. Os genes foram agrupados de acordo
com a magnitude da expresséo diferencial em grupos de: 2,0- a 2,5-; 2,5- a 3,0-; 3,0- a 3,5-; 3,5- a
4,5-; 4,5- a 6,0-; 6,0- a 8,0-; 8,0- a 18-; 18- a 30-; 30- a 60-; e com a expressdo mais de 60-vezes

maior ou menor

Diferentes magnitudes de expressédo, dos genes que responderam a presenca
da proteina no meio, foram identificadas nos dois tempos de cultivo (Figura 18).
Como pode ser observado na Figura 18, aproximadamente 200 genes em cada um

dos tempos de cultivo (t3o e tsg) exibiram expressao diferencial entre 2,0- a 2,5-vezes
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(2,0>teste/controle>2,5), tanto genes ativados como reprimidos. Entretanto, para
valores de expresséao diferencial entre 2,5-vezes e mais que 60-vezes, o tempo de
48 h (t4g) apresentou um maior nimero de genes tanto ativados como reprimidos
(Figura 18). Seiscentos genes apresentaram expressao diferencial > 2,5-vezes em
t4g, 326 dos quais foram ativados e 274 reprimidos. Adicionalmente, com 48 horas de
cultivo, 50 genes responderam ao estimulo acima de 18-vezes, 19 dos quais foram
ativados e 31 reprimidos (Figura 18 B). Por outro lado, com 30 horas de cultivo 200
genes apresentaram expressao diferencial maior de 2,5-vezes, 91 dos quais foram
ativados e 109 reprimidos (Figura 18 A). Adicionalmente, neste tempo de cultivo, 29
genes responderam ao estimulo acima de 18-vezes, sendo 1 promovido e 28

reprimidos (Figura 18 A).

5.14.5 Identificacdo de genes envolvidos em diferentes processos fisiolégicos®, com
expressdo diferencial em resposta a presenca de caseinato de sédio no meio

de cultivo

Os perfis de transcricdo exibiram significativas diferencas relativas ao tempo
de cultivo de PAO1 (30 e 48 horas). Estas diferencas podem ser vistas no numero
de genes gue responderam ao estimulo, na magnitude de expresséo destes genes
(Figura 18) e na variacdo de quais genes apresentaram expressédo diferencial
(aproximadamente 50% dos genes que responderam a presenca da proteina com 30
horas de cultivo ndo responderam com 48 h de cultivo). Por outro lado, quando os
transcriptomas foram analisados como grupos de genes com mesma funcgéo
fisiologica, o tempo de cultivo ndo influenciou significativamente. Assim, a
porcentagem total de genes de um determinado grupo de genes (ou seja, um

conjunto de genes que codificam para proteinas com a mesma funcao fisiologica)

! A classificacdo funcional dos genes apresentada no texto, nas Figuras 18 e 19 e nas Tabelas de 21
a 27 foi feita através de informacdes obtidas pelo préprio GeneChip® (Affymetrix GeneChip® P.
aeruginosa genome array)
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nao sofreu grandes alteracdes de 30 para 48 horas de cultivo (Figuras 19 e Tabelas
21 a 27). Em outras palavras, ocorreram substituicoes de genes de mesma classe
funcional, porém sem mudar a propor¢do total dos genes. Assim, genes de mesma
classe funcional com expressdo diferencial em tzy foram substituidos por outros

genes mas do mesmo grupo funcional em t4g (Tabelas 21 a 27).

Uma porcentagem significativa dos transcritos identificados codifica para
proteinas hipotéticas, ndo classificadas e com fun¢des desconhecidas. Em t3, estes
genes representaram 40 % do total dos genes diferencialmente expressos (>2
vezes), (76 super-expressos e 84 reprimidos). JA4 em relacdo a tyg, foram 34,5 %
(155 super-expressos e 134 reprimidos). Esta porcentagem é similar a porcentagem
de proteinas hipotéticas, ndo classificadas e com funcbes desconhecidas
encontradas no genoma de P. aeruginosa PAO1 (46 %) (Pseudomonas Genome

Database - www.pseudomonas.com).

Um grande numero de genes com fungdes classificadas foi fortemente
influenciado pela suplementacédo de caseinato de sédio no meio de cultivo. Estes
genes estdo envolvidos em processos celulares basicos como, transporte de
substratos, metabolismo energético, biossintese e metabolismo de aminoacidos e
regulagéo transcricional, entre outros (Figura 19 e Tabelas 21 a 27). A resposta de
cada um dos grupos funcionais, que apresentaram maior numero de genes
diferencialmente transcritos sera discutida individualmente, a seguir (Tabelas 23 a
27).

A classe funcional que apresentou maior nimero de genes diferencialmente
expressos em resposta a suplementacédo de caseinato de sédio foi a que codifica
para proteinas de membrana (Figura 19). Um pouco mais de 16 % dos genes com
funcdes conhecidas e diferencialmente expressos em tsy (47 genes, 10 super-
expressos e 37 reprimidos, Tabela 21) e 17 % em tss (113 genes, 42 super-
expressos e 71 reprimidos, Tabela 22) sdo genes que codificam para proteinas de

membrana (Tabela 23).
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FIGURA 19 - CLASSES FUNCIONAIS DE GENES COM EXPRESSAO
DIFERENCIAL EM RESPOSTA A PRESENCA DE CASEINATO
DE SODIO NO MEIO DE CULTIVO

Os genes estdo agrupados de acordo com as classes funcionais. (m) genes ativados e (=) genes
reprimidos; (A) 30 horas de cultivo e (B) 48 horas de cultivo
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TABELA 21 -CLASSIFICACAO GERAL DOS PROCESSOS FISIOLOGICOS
DESEMPENHADOS PELOS PRODUTOS DOS GENES
DIFERENCIALMENTE EXPRESSOS POR PAO1 APOS 30 HORAS
DE CULTIVO NA PRESENCA DE CASEINATO DE SODIO

Genes Genes %
Funcdes Fisioldgicas Reprimidos Ativados Total ®
Adaptacéo, protecéo > 7 4,2
Aminoacidos - biossintese e metabolismo 16 12 9,7
Antibioticos - resisténcia e suscetibilidade 3 - 1,0
Biossintese de cofatores, grupos prostéticos e 3 7 3,5
carreadores
Biossintese e metabolismo de nucleotideos 2 3 1,7
Catabolismo de carbono 2 5 2,4
Central de metabolismo intermediario 1 7 2,8
Chaperonas e proteinas de heat shock 1 2 1.0
DNA - replicagéo, recombinacéo, modificagéo - 3 1,0
e reparo
Enzimas putativas 14 9 8,0
Fago, transposon, e plasmideos 1 - 0,3
Fatores de secrecao (toxinas, enzimas, 3 9 4.2
alginato)
Metabolismo de acidos graxos e fosfolipideos 1 4 1,7
Metabolismo energético 2 29 10,8
Motilidade e Adeséo 4 1,7
Parede celular / LPS / cipsula 2 1,7
Proteinas de membrana 37 10 16,3
Quimiotaxia - 3 1,0
Reguladores de transcricédo 12 6 6,3
Secrecdo de proteina/ sistema de exportacao 1 1.4
Sistema regulatdrio dois-componentes 5 - 1,7
Traducao, modificacdo pds-traducional, 4 11 5,2
degradacéo
Transporte de pequenas moléculas 22 14 12,5

% Porcentagem total de genes diferencialmente expressos por PAO1 (reprimidos e ativados) que
responderam a adicdo de caseinato de s6dio no meio de cultivo e dentro dos grupos de genes com
fungBes conhecidas do genoma de P. aeruginosa PAO1

Genes selecionados a partir do critério: relacdo intensidade de hibridizacdo-normalizada
teste/controle maior que 2 vezes (teste, presenca de caseinato de s6dio no meio de cultivo; e
controle, auséncia de caseinato de sédio no meio de cultivo)
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TABELA 22 - CLASSIFICACAO GERAL DOS PROCESSOS FISIOLOGICOS
DESEMPENHADOS PELOS PRODUTOS DOS GENES
DIFERENCIALMENTE EXPRESSOS POR PAO1 APOS 48 HORAS
DE CULTIVO NA PRESENCA DE CASEINATO DE SODIO

Genes Genes %
Funcdes Fisioldgicas Reprimidos Ativados Total®
Adaptacéo, protecéo 15 20 53
Aminoacidos - biossintese e metabolismo 15 21 5,4
Biossintese de cofatores, grupos prostéticos e 6 9 2,3
carreadores
Biossintese e metabolismo de nucleotideos 4 7 1,7
Catabolismo de carbono 8 32 6,0
Central de metabolismo intermediario 6 16 3,3
Chaperonas e proteinas de heat shock 2 - 0,3
Divisdo celular 5 - 0,8
DNA - replicacdo, recombinacdo, modificagéo e 1 2 0,5
reparo
Enzimas putativas 24 43 10,1
Fago, transposon, e plasmideos 4 1 0,8
Fatores de secrecéo (toxinas, enzimas, 5 5 15
alginato)
Metabolismo de acidos graxos e fosfolipideos - 5 0,8
Metabolismo energético 12 47 8,9
Motilidade e Adeséo 3 1 0,6
Parede celular / LPS / cipsula 10 5 2,3
Proteinas de membrana 71 42 17
Quimiotaxia - 11 1,7
Reguladores de transcricédo 36 22 8,7
Secrecdo de proteina/ sistema de exportacao 8 3 1,7
Sistema regulatdrio dois-componentes 10 6 2,4
Traducao, modificacédo 3 4 11
pés-traducional, degradacao
Transporte de pequenas moléculas 61 50 16,7

% Porcentagem total de genes diferencialmente expressos por PAO1 (reprimidos e ativados) que
responderam a adicdo de caseinato de sodio e dentro dos grupos de genes com fungfes conhecidas
do genoma de P. aeruginosa PAO1

Genes selecionados a partir do critério: relacdo intensidade de hibridizacdo-normalizada
teste/controle maior que 2 vezes (teste, presenca de caseinato de s6dio no meio de cultivo; e
controle, auséncia de caseinato de sédio no meio de cultivo)
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TABELA 23 — GENES QUE CODIFICAM PROTEINAS DE MEMBRANA QUE
RESPONDERAM A SUPLEMENTACAO DE CASEINATO DE
SODIO NO MEIO DE CULTIVO

ORF Gene Razdo condicdo Descrigdo da proteina
Proteinas de membrana reprimidas com 30 horas de cu  ltivo
PA0485 3,6 proteina hipotética conservada
PAO567 2,3 proteina hipotética conservada
PA0920 2,2 proteina hipotética
PA1107 2,4 proteina hipotética conservada
PA1115 2,2 proteina hipotética
PA1178 oprH 2,0 proteina externa de membrana precursor H1
PA1513 2,6 proteina hipotética
PA1911 2,2 provavel sensor transmenbrana
PA2415 2,3 proteina hipotética
PA2435 2,1 provavel transportador de cation ATPase tipo-P
PA2437 2,2 proteina hipotética
PA2439 2,5 proteina hipotética
PA2494 mexF 3,0 transportador de efluxo multidrogas
PA2495 oprN 31 proteina externa de membrana precursor oprN
PA2761 3,2 proteina hipotética
PA2910 2,1 proteina hipotética conservada
PA2911 4,8 provavel receptor TonB-dependente
PA2914 2,8 provavel permease de transportador ABC
PA2988 2,0 proteina hipotética conservada
PA3234 2,7 provavel transportador de sédio simport
PA340 2,1 provavel sensor transmenbrana
PA3431 3,2 proteina hipotética conservada
PA3432 2,4 proteina hipotética
PA3557 54 proteina hipotética conservada
PA3558 5,6 proteina hipotética conservada
PA3747 2,7 proteina hipotética conservada
PA3888 2,6 provavel permease de transportador tipo ABC
PA3890 2,1 provavel permease de transportador tipo ABC
PA4065 12,2 proteina hipotética conservada
PA4338 2,7 proteina hipotética
PA4467 2,6 proteina hipotética
PA4834 46,4 proteina hipotética conservada
PA4835 46,5 proteina hipotética conservada
PA4837 82,7 provavel proteina externa de membrana
PA5070 tatC 2,0 proteina de transporte
PA5473 2,3 proteina hipotética conservada
PA5501 znuB 55 permease de transportador de zinco tipo ABC
Proteinas de membrana super-expressas com 30 horas de cultivo
PA0276 2,4 proteina hipotética
PA1549 2,1 provavel transportador de cation ATPase tipo-P
PA2068 3,8 provavel transportador MFS
PA2929 2,4 proteina hipotética
PA3278 2,7 proteina hipotética
PA3336 2,7 provavel transportador MFS
PA3448 2,1 provavel transportador tipo ABC
PA3690 7,6 provavel ATPase tipo-P
PA5231 2,1 provavel ATP ligante/ permease de fusdo de

transportador ABC
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TABELA 23 — GENES QUE CODIFICAM PROTEINAS DE MEMBRANA QUE

RESPONDERAM A SUPLEMENTACAO DE CASEINATO DE
SODIO NO MEIO DE CULTIVO (continuag&o)

ORF Gene Razdo condicdo Descricdo da proteina
Proteinas de membrana reprimidas com 48 horas de cu  ltivo
PA0150 4,7 proteina hipotética
PA0185 2,3 proteina hipotética
PA0281 cysw 8,8 provavel permease de transportador tipo ABC
PA0282 cysT 4,7 provavel sensor transmembrana
PA0434 2,4 proteina hipotética
PA0O471 3,0 proteina hipotética
PA0485 3,3 proteina hipotética
PA0847 2,3 proteina hipotética conservada
PA0920 2,8 proteina hipotética
PA1058 2,2 proteina hipotética
PA1107 2,8 proteina hipotética
PA1115 2,2 proteina hipotética conservada
PA1178 oprH 2,8 proteina hipotética
PA1199 3,1 proteina hipotética
PA1245 2,1 proteina hipotética conservada
PA1301 7,1 proteina hipotética
PA1302 2,7 provavel sensor transmembrana
PA1911 49 proteina hipotética conservada
PA2051 2,1 proteina hipotética conservada
PA2091 3,3 proteina externa de membrana precursora de H1
PA2092 5,6 provavel sensor transmembrana
PA2307 4.4 provavel sensor transmembrana
PA2327 2,5 proteina hipotética conservada
PA2331 4,5 proteina hipotética
PA239 6,0 provavel transportador soédio/hidrogénio antiporte
PA2390 5,6 provavel permease de transportador tipo ABC
PA2397 pvdE 4,8 provavel sensor transmembrana
PA2403 3,3 proteina hipotética conservada
PA2435 2,5 proteina externa de membrana
PA2437 2,4 proteina hipotética conservada
PA2439 2,5 proteina hipotética
PA2467 2,0 proteina hipotética
PA2761 3,7 proteina hipotética
PA2910 2,3 proteina hipotética
PA2911 3,5 provavel sensor transmembrana
PA2929 9,2 proteina hipotética
PA2988 2,7 proteina hipotética
PA3409 3,8 proteina hipotética conservada
PA3431 4,1 provavel lipoproteina
PA3432 3,0 proteina hipotética conservada
PA3443 16,8 provavel permease de transportador tipo ABC
PA3448 6,0 provavel permease de transportador tipo ABC
PA3557 6,5 proteina hipotética
PA3558 5,8 proteina hipotética
PA3749 2,1 proteina hipotética
PA3789 3,2 proteina hipotética conservada
PA3791 2,4 proteina hipotética
PA3900 4,5 proteina hipotética
PA3936 26,2 provavel transportador MFS
PA4046 2,4 proteina hipotética
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TABELA 23 — GENES QUE CODIFICAM PROTEINAS DE MEMBRANA QUE
RESPONDERAM A SUPLEMENTACAO DE CASEINATO DE
SODIO NO MEIO DE CULTIVO (continuag&o)

ORF Gene Razdo condicdo Descrigdo da proteina
Proteinas de membrana reprimidas com 48 horas de cu  ltivo

PA4065 8,5 proteina hipotética conservada
PA4160 fepD 2,5 provavel sensor transmembrana
PA4193 2,0 proteina hipotética
PA4218 2,5 proteina hipotética
PA4219 2,5 proteina hipotética
PA4358 2,5 proteina hipotética
PA4467 10,6 proteina hipotética
PA4601 2,0 proteina hipotética conservada
PA4783 2,8 proteina hipotética
PA4834 35,4 proteina hipotética
PA4835 38,1 proteina hipotética
PA4837 83,9 proteina hipotética conservada
PA4895 13,6 proteina hipotética
PA4961 2,2 proteina hipotética
PA5021 2,2 proteina hipotética
PA5030 2,7 provavel sensor transmembrana
PA5103 3,4 proteina hipotética
PA5244 2,2 proteina hipotética
PA5473 2,0 proteina hipotética conservada
PA5501 znuB 6,0 provavel transportador MFS
PA5504 3,5 provavel sensor transmembrana

Proteinas de membrana super-expressas com 48 horas de cultivo
PA0103 3,7 provavel ATPase tipo-P de transporte de metal
PAO112 2,7 proteina de transporte ferrico enterobactin

provavel permease de transportador tipo ABC -
PA0137 15,4 transportador de taurina
PA0138 7,3 provavel transportador
PA0166 4,8 provavel proteina externa de membrana
PA0188 2,2 provavel transportador
PA0276 2,9 provavel permease de transportador tipo ABC
PA0325 2,1 provavel transportador de sulfato
PA0443 9,3 transportador de amoénio
PA0605 2,7 provavel transportador MFS
PA0811 2,3 transportador de nitrato
PA1190 5,4 provavel permease de transportador tipo ABC
PA1507 2,9 transportador de arginina/ornitina antiporte
PA1783 nasA 4,2 provavel permease de transportador de zinco ZnuB tipo ABC
PA1895 6,8 provavel permease de transportador tipo ABC
PA1897 7,6 provavel receptor TonB-dependente
PA2004 21,6 provavel permease de transportador tipo ABC
PA2006 9,2 provavel permease de transportador tipo ABC
PA2068 4,8 provavel permease de transportador tipo ABC
PA2135 2,6 proteina CysT de transporte de sulfato
PA2148 4,2 provavel transportador
PA2369 3,7 provavel permease de transportador aminoacidos ramificado
tipo ABC

PA2663 2,6 provavel ATPase tipo-P de transporte de cations
PA3039 2,7 provavel transportador
PA3231 3,5 provavel precursora de utilizacdo de heme
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TABELA 23 — GENES QUE CODIFICAM PROTEINAS DE MEMBRANA QUE
RESPONDERAM A SUPLEMENTACAO DE CASEINATO DE
SODIO NO MEIO DE CULTIVO (continuag&o)

ORF Gene Razdo condicdo Descrigdo da proteina

Proteinas de membrana super-expressas com 48 horas de cultivo

provavel ATP ligante/ permease de fusdo de

PA3234 3,5 transportador ABC

PA3235 2,1 provavel permease de transportador tipo ABC
PA3252 3,0 provavel transportador MFS

PA3253 2,6 provavel permease de transportador tipo ABC
PA3369 6,4 provavel transportador

PA3370 8,3 provavel transportador de sédio - soluto simporte
PA3690 57 provavel transportador MFS

PA4503 2,2 provavel permease de transportador tipo ABC
PA4504 3,9 provavel permease de transportador tipo ABC
PA4859 13,6 provavel permease de transportador tipo ABC
PA4860 27,3 provavel permease de transportador tipo ABC
PA4894 2,2 provavel transportador de ferro ion ferroso
PA4912 2,7 PvdE proteina de sintese de pioverdina
PA5170 arcD 49 proteina CysW transporte de sulfato

PA5194 3,0 provavel transportador

PA5287 amtB 13,8 provavel permease de transportador tipo ABC
PA5482 4,2 provavel transportador MFS

Entre estes genes, uma resposta interessante foi encontrada com a
expressdo de PA4837. Este gene codifica um transportador ferro-sideroforo, cuja
expressao foi intensamente reprimida (mais de oitenta vezes em ambos t3g € ts8) N0
meio suplementado com a proteina (Tabela 23). Os sideréforos usualmente sao
super-expressos quando ha limitagdo de ferro no meio, apresentando a funcdo de
aumentar a captacdo de ferro ambiental pela bactéria (VENTURI et al., 1993;
SCHLICTMAN et al., 1995). Como nao houve adicdo de ferro em nenhuma das
condi¢des (meio suplementado com caseinato de sédio e meio ndo suplemantado
com a proteina), ndo ficou claro qual é a razdo da maior expresséo desse sideréforo
na auséncia do caseinato. Quatro genes que codificam para proteinas de membrana
foram super-expressos nos dois tempos de cultivo (PA5287, PA2068, PA3690 e
PA0276, que codificam respectivamente, um transportador de membrana, um
provavel transportador MFS, uma provavel ATPase tipo-P e uma proteina hipotética)
(Tabela 23). Um destes, o gene PA5287 (amtB), codifica um transportador
transmembrana de amonio. A transcricdo deste transportador é reprimida na
presenca de amonio (HERVAS; CANOSA; SANTERO, 2008). No presente trabalho
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amtB apresentou uma super-expressao com 30 e 48 horas de cultivo, sendo os
maiores niveis de expressao exibidos com 48 horas de cultivo (teste/controle >13
vezes). Este resultado indica que em t;3 a concentracdo de amonio era menor no
meio suplementado com a proteina, ou seja a velocidade de consumo da fonte
salina de nitrogénio (sulfato de amoénio para ambos teste e controle) provavelmente

foi maior na presenca do caseinato de sodio.

Os grupos de genes que codificam proteinas responsaveis pelo transporte de
peqguenas moléculas, metabolismo energético e reguladores transcricionais tambéem
apresentaram alta porcentagem de alteracdo nos perfis de expresséo (Figura 19 e
Tabelas 24 a 26). Mais de 12% do total de genes com fungdes conhecidas em ts (36
genes — 14 super-expressos e 22 reprimidos) (Tabela 21) e 16,7 % em t45 (111
genes — 50 super-expressos e 61 reprimidos) (Tabela 22) codificam transportadores
de pequenas moléculas (Tabela 24). Adicionalmente, 10,8 % do total de genes em
t3o com fungdes conhecidas (31 genes — 29 super-expressos e 2 reprimidos) (Tabela
21) e 8,9 % (59 genes — 47 ativados e 12 reprimidos) em tsg (Tabela 21) codificam
proteinas relacionadas com o metabolismo energético (Tabela 25). Em adicéo, 6,3
% (18 genes - 6 super-expressos e 12 reprimidos) dos genes com funcdo conhecida
em t3 (Tabela 21), e 8,7 % (58 genes — 22 super-expressos e 36 reprimidos) em tsg
(Tabela 22) codificam reguladores transcricionais (Tabela 26).

TABELA 24 — GENES QUE CODIFICAM TRANSPORTADORES DE PEQUENAS
MOLECULAS QUE RESPONDERAM A SUPLEMENTACAO DE
CASEINATO DE SODIO NO MEIO DE CULTIVO

ORF Gene Razdo condicdo Descrigdo da proteina

Transporte de pequenas moléculas (genes) reprimidos com 30 horas de cultivo

PA1493 cysP 2,1 proteina sulfato ligante de transportador tipo ABC
PA1922 29,7 provavel receptor TonB-dependente

PA2435 2,1 provavel ATPase tipo-P transportadora de cation

PA2493 mexE 2,1 transportador de efluxo de multidrogas

PA2494 mexF 3,0 transportador de efluxo de multidrogas

PA2495 oprN 31 precursor de proteina externa de membrana

PA2911 4,8 provavel receptor TonB-dependente

PA2912 3,7 provavel componente ATP-ligante de transp. do tipo ABC
PA2913 3,7 proteina hipotética

PA2914 2,8 provavel permease transportador do tipo ABC

PA3038 2,1 provavel porina




112

TABELA 24 — GENES QUE CODIFICAM TRANSPORTADORES DE PEQUENAS
MOLECULAS QUE RESPONDERAM A SUPLEMENTACAO DE
CASEINATO DE SODIO NO MEIO DE CULTIVO (continuag&o)

ORF Gene Razdo condicdo Descricdo da proteina

Transporte de pequenas moléculas (genes) reprimidos com 30 horas de cultivo

PA3234 2,7 provavel transportador de sédio - simporte

PA3407 hasAp 2,6 proteina de aquisgdo de heme

PA3408 hasR 2,8 proteina de aquis¢do de heme

PA3888 2,6 provavel permease transportador do tipo ABC

PA3889 2,3 provavel componente ligante de proteina de transportador
tipo ABC

PA3890 2,1 provavel permease transportador do tipo ABC

PA4064 20,1 provavel componente ATP-ligante de transp. tipo ABC

PA5070 tatC 2,0 proteina de transporte

PA5217 2,2 provavel componente ligante de proteina de transportador
tipo ABC

PA5500 znuC 8,8 proteina de transporte de zinco

PA5501 znuB 55 permease de transportador de zinco ZnuB tipo ABC

Transporte de pequenas moléculas (genes) super-expr  essos com 30 horas de cultivo

PA0295 2,0 provavel proteina periplasmatica ligante de poliamina

PA1183 dctA 9,0 proteina transportadora C4-dicarboxilato

PA1475 CCMA 2,1 proteina exportadora de heme

PA1549 2,1 provavel ATPase tipo-P de transporte de cation

PA2068 3,8 provavel transportador MFS

PA3019 2,2 provavel componente ATP-ligante de transportador tipo
ABC

PA3336 2,7 provavel transportador MFS

PA3447 2,1 provavel componente ATP-ligante de transportador tipo
ABC

PA3448 2,1 provavel permease de transportador tipo ABC

PA3690 7,6 provavel ATPase tipo-P de transporte de metal

PA4192 2,1 provavel componente ATP-ligante de transportador tipo
ABC

PA5159 2,0 proteina de resisténcia multidrogas

PA5231 2,1 provavel ATP ligante/ permease de fuséo de transportador
tipo ABC

PA5287 amtB 2,2 transportador de aménio

Transporte de pequenas moléculas (genes) reprimidos com 48 horas de cultivo

PA0185 2,3 provavel permease de transportador tipo ABC

PA0186 6,2 provavel componente ATP-ligante de transportador tipo
ABC

PA0197 19,5 proteina hipotética

PA0198 exbB1 18,0 proteina de transporte

PA0199 exbD1 7,2 proteina de transporte

PA0280 CysA 5,6 proteina de transporte de sulfato

PA0281 cysw 8,8 proteina de transporte de sulfato

PA0282 cysT 4,7 proteina de transporte de sulfato

PA0283 sbp 9,3 precursor de proteina sulfato-ligante

PA0470 3,3 provavel receptor sideroforo do tipo-hidroxamato

PA0929 3,6 regulador de resposta de sistema dois componentes

PA1302 2,7 provavel precrusor de proteina de utilizacdo de heme
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TABELA 24 — GENES QUE CODIFICAM TRANSPORTADORES DE PEQUENAS
MOLECULAS QUE RESPONDERAM A SUPLEMENTACAO DE
CASEINATO DE SODIO NO MEIO DE CULTIVO (continuag&o)

ORF

Gene

Raz&o condicdo

Descrigéo da proteina

Transporte de pequenas moléculas (genes) reprimidos com 48 horas de cultivo

PA1493
PA1910
PA1922
PA1971
PA2092
PA2204

PA2307
PA2308

PA2327
PA2329

PA2390

PA2391
PA2397
PA2398
PA2435
PA2466
PA2911
PA2912

PA2913
PA3407
PA3408
PA3441
PA3442

PA3443
PA3447

PA3448
PA3749
PA3790
PA3936
PA3937

PA3938

PA4064

PA4156
PA4158

cysP

braz

pvdE
fpvA

hasAp
hasR

oprC

fepC

3,0
2,2
13,5
2,1
5,6
6,0

4.4
7,6

2,5
2,1

5,6

6,0
4,8
2,8
2,5
2,0
3,5
4,5

4,0
17,5
7,7
26,0
14,3

16,8
7,4

6,0
2,1
3,0
26,2
30,6

58,2
15,9

7,4
2,2

proteina ligante de sulfato de transportador tipo ABC
provavel receptor TonB-dependente

provavel receptor TonB-dependente

transportador de aminoacidos de cadeia ramificada
provavel transportador MFS

provavel componente ATP-ligante de transportador tipo
ABC

provavel permease de transportador tipo ABC

provavel componente ATP-ligante de transportador tipo
ABC

provavel permease de transportador tipo ABC

provavel componente ATP-ligante de transportador tipo
ABC

provavel ATP ligante/ permease de fuséo de
transportador ABC

provavel proteina externa de membrana

proteina de biossintese de pioverdina

receptor ferripioverdina

provavel ATPase tipo-P de transporte de cations
provavel receptor TonB-dependente

provavel receptor TonB-dependente

provavel componente ATP-ligante de transportador tipo
ABC

proteina hipotética

proteina de aquisicao de heme

proteina de aquisicao de heme

provavel proteina molibdopterin-ligante

provavel componente ATP-ligante de transportador tipo
ABC

provavel permease de transportador tipo ABC

provavel componente ATP-ligante de transportador tipo
ABC

provavel permease de transportador tipo ABC

provavel transportador MFS

proteina externa de membrana

provavel permease de transportador tipo ABC

provavel componente ATP-ligante de transportador tipo
ABC de taurina

provavel precurdor de proteina periplasmatica taurina-
ligante

provavel componente ATP-ligante de transportador tipo
ABC

provavel receptor TonB-dependente

proteina de transporte ferrico enterobactin
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TABELA 24 — GENES QUE CODIFICAM TRANSPORTADORES DE PEQUENAS
MOLECULAS QUE RESPONDERAM A SUPLEMENTACAO DE
CASEINATO DE SODIO NO MEIO DE CULTIVO (continuag&o)

ORF

Gene

Raz&o condicdo

Descrigéo da proteina

Transporte de pequenas moléculas (genes) reprimidos com 48 horas de cultivo

precursor de proteina periplasmatica ferrienterobactin-
ligante

proteina de transporte ferrico enterobactin

provavel receptor TonB-dependente

provavel componente ATP-ligante de transportador tipo
ABC

provavel permease de transportador tipo ABC

provavel componente ATP-ligante de transportador tipo
ABC

provavel transportador

provavel proteina de transporte de ferro (ferroso)
provavel receptor de hemin de membrana externa
provavel transportador de sédio/hidrogénio - antiporte
provavel transportador MFS

proteina de transporte de zinco

permease de transportador de zinco do tipo ABC
provavel componente ATP-ligante de transportador tipo
ABC

provavel permease de transportador tipo ABC

Transporte de pequenas moléculas (genes) super-expr  essos com 48 horas de cultivo

PA4159 fepB 29
PA4160 fepD 2,5
PA4168 4,8
PA4192 2,4
PA4193 2,0
PA4195 10,0
PA4218 2,5
PA4358 2,5
PA4710 2,6
PA5021 2,2
PAS5030 2,7
PAS5500 znuC 7,9
PAS5501 znuB 6,0
PAS5503 3,9
PA5504 3,5
PA0103 3,7
PA0136 16,7
PA0137 15,4
PA0138 7,3
PA0166 4,8
PA0325 2,1
PA0326 55
PA0438 codB 2,2
PA0443 9,3
PAO476 2,4
PA0603 51
PA0604 2,6
PAO605 2,7
PAO811 2,3
PA0866 aroP2 2,0
PA0958 oprD 2,6
PA1507 29
PA1783 nasA 4,2
PA2006 9,2
PA2068 4,8

provavel transportador de sulfato

provavel componente ATP-ligante de transportador tipo
ABC

provavel permease de transportador tipo ABC

provavel permease de transportador tipo ABC

provavel transportador

provavel permease de transportador tipo ABC

provavel componente ATP-ligante de transportador tipo
ABC

permease de citosina

provavel transportador

permease

provavel componente ATP-ligante de transportador tipo
ABC

provavel componente ATP-ligante de transportador tipo
ABC

provavel permease de transportador tipo ABC

provavel transportador MFS

proteina de transporte de aminoacidos aromaticos
proteina externa de membrana (porina)

provavel transportador

transportador de nitrato

provavel transportador MFS

provavel transportador MFS
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TABELA 24 — GENES QUE CODIFICAM TRANSPORTADORES DE PEQUENAS
MOLECULAS QUE RESPONDERAM A SUPLEMENTACAO DE
CASEINATO DE SODIO NO MEIO DE CULTIVO (continuag&o)

ORF

Gene

Raz&o condicdo

Descrigéo da proteina

Transporte de pequenas moléculas (genes) super-expr  essos com 48 horas de cultivo

PA2135
PA3039
PA3234
PA3236
PA3252
PA3253
PA3254
PA3690
PA4023
PA4496
PA4497
PA4500

PA4501
PA4502

PA4503
PA4504
PA4505
PA4506
PA4859
PA4860
PA4861
PA4862
PA4909
PA4910
PA4912
PA4913
PA5074
PA5152
PA5153

PA5170
PA5287

arcD
amtB

2,6
2,7
3,5
3,2
3,0
2,6
4,0
57
3,2
2,3
2,2
51

2,8
2,3

2,2
3,9
2,6
4,3
13,6
27,3
26,4
21,0
2,7
4,7
2,7
50
2,0
2,0
2,7

4,9
13,8

provavel transportador

provavel transportador

provavel transportador de sédio:soluto simporte
provavel precursor de proteina glicina betaina-ligante
provavel permease de transportador tipo ABC

provavel permease de transportador tipo ABC

provavel componente ATP-ligante de transportador tipo
ABC

provavel ATPase tipo-P de transporte de metal
provavel proteina de transporte

provavel componente ATP-ligante de transportador tipo
ABC

provavel componente proteina-ligante de transportador
tipo ABC

provavel componente proteina-ligante de transportador
tipo ABC

provavel porina

provavel componente ATP-ligante de transportador tipo
ABC

provavel permease de transportador tipo ABC

provavel permease de transportador tipo ABC

provavel componente ATP-ligante de transportador tipo
ABC

provavel componente ATP-ligante de transportador tipo
ABC

provavel permease de transportador tipo ABC

provavel permease de transportador tipo ABC

provavel componente ATP-ligante de transportador tipo
ABC

provavel componente ATP-ligante de transportador tipo
ABC

provavel componente ATP-ligante de transportador tipo
ABC

provavel componente ATP-ligante de transportador tipo
ABC

provavel permease de aminoacido de cadeia ramificada
do tipo ABC

provavel componente proteina-ligante de transportador
tipo ABC

provavel componente ATP-ligante de transportador tipo
ABC

provavel componente ATP-ligante de transportador tipo
ABC

provavel proteina ligante periplasmatica

transportador arginina/ornitina antiporte

transportador de aménio
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TABELA 25 — GENES QUE CODIFICAM PROTEINAS DO METABOLISMO

ENERGETICO QUE RESPONDERAM A SUPLEMENTACAO DE
CASEINATO DE SODIO NO MEIO DE CULTIVO

ORF Gene Razdo condicdo Descricdo da proteina
Metabolismo energético (genes) reprimidos com 30 ho  ras de cultivo
PA2250 IpdV 2,6 lipoamida desidrogenase
PA2714 2,3 provavel molibdopterin oxidoredutase
Metabolismo energético (genes) super-expressos com 30 horas de cultivo
PA0515 2,1 provavel regulador transcricional
PA0519 nirS 2,6 precursor de nitrato redutase
PA1173 napB 2,4 proteina precursora de citocromo tipo-c
PA1174 napA 2,7 proteina nitrato redutase periplasmatica
PA1479 ccmE 2,4 proteina de biogénese de citocromo tipo-c
PA1483 cycH 2,4 proteina de biogénese de citocromo tipo-c
PA1551 2,0 provavel ferredoxina
PA1553 2,4 provavel subunidade oxidase de citocromo ¢
PA1555 4,8 provavel citocromo ¢
PA1556 6,0 provavel subunidade oxidase de citocromo ¢
PA1557 3,7 provavel subunidade oxidase de citocromo (tipo-cbb3)
PA2321 2,4 glucoquinase
PA2638 nuoB 2,2 cadeia B de NADH desidrogenase
PA2639 nuoD 2,6 cadeia C,D de NADH desidrogenase
PA2640 nuokE 2,5 cadeia E de NADH desidrogenase
PA2641 nuoF 2,4 cadeia F de NADH desidrogenase
PA2642 nuoG 2,4 cadeia G de NADH dehidrogenase
PA2644 nuol 2,2 cadeia | de NADH desidrogenase
PA2645 nuoJ 2,2 cadeia J de NADH desidrogenase
PA2647 nouL 2,0 cadeia L de NADH desidrogenase
PA3621 fdxA 2,1 ferredoxina |
PA4333 3,4 provavel fumarase
PA4429 29 provavel precursor citocromo cl
PA4430 2,8 provavel citocromo b
PA4587 ccpR 58 precursor de peroxidase de citocromo c551
PA4811 fdnH 2,4 subunidade beta de formato desidrogenase nitrato-
induzida
PA4812 fdnG 2,9 formato desidrogenase-O, subunidade maior
PA5427 adhA 2,7 alcool desidrogenase
PA5553 atpC 2,1 cadeia epsilon de ATP sintase
Metabolismo energético (genes) reprimidos com 48 ho  ras de cultivo
PA3183 zwf 2,2 glucose-6-fosfato-1-desidrogenase
PA2995 ngrE 2,2 subunidade Nqr5 de (Na'translocase) NADH:quinona
oxidorredutase
PA2994 ngrk 2,2 subunidade Nqr6 de (Na'translocase) NADH:quinona
oxidor.
PA1400 2,3 provavel piruvato descarboxilase
PA3930 CIOA 2,6 oxidase cianido terminal insensitivo
PA3397 fpr 2,7 ferredoxina NADP+ redutase
PA1321 cyoE 2,7 proteina CyoE - citocromo o ubiquinol oxidase
PA1317 CyoA 2,7 subunidade Il - citocromo o ubiquinol oxidase
PA1320 cyoD 2,7 subunidade IV - citocromo o ubiquinol oxidase
PA1319 cyoC 2,9 subunidade Il - citocromo o ubiquinol oxidase
PA2714 3,4 provavel molibdopterina oxidorredutase
PA4470 fumC1 6,0 fumarato hidratase
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TABELA 25 — GENES QUE CODIFICAM PROTEINAS DO METABOLISMO
ENERGETICO QUE RESPONDERAM A SUPLEMENTACAO DE
CASEINATO DE SODIO NO MEIO DE CULTIVO (continuag&o)

ORF Gene Razdo condigdo Descrigdo da proteina

Metabolismo energético (genes) super-expressos com 48 horas de cultivo

componente de transferéncia de elétron toluato 1,2-

PA2516 xylz 2,0 deoxigenase

PA1581 sdhC 2,0 succinato desidrogenase (subunidade C)
provavel componente E1 de piruvato desidrogenase,

PA3416 2,1 cadeia beta

PA1582 sdhD 2,1 succinato desidrogenase (subunidade D)

PA3415 2,2 provavel diidrolipoamida acetiltransferase

PA0794 2,2 provavel aconitato hidratase

PA1787 acnB 2,2 aconitato hidratase 2

PA4640 mqoB 2,3 malato:quinona oxidorredutase

PA1172 napC 2,4 proteina NapC citocromo tipo-c

PA4587 ccpR 2,6 precursor citocromo c551 peroxidase

PA0515 2,6 provavel regulador transcricional

PA0113 2,6 provavel fator de montagem citocromo c oxidase

PA1553 2,7 provavel subunidade oxidase de citocromo ¢

PA4429 2,8 provavel precursor citocromo cl

PA5427 adhA 2,8 alcool desidrogenase

PA2637 NUuoA 29 cadeia A de NADH desidrogenase |

PA0519 nirS 2,9 precursor nitrito redutase

PA1583 sdhA 3,1 succinato desidrogenase (subunidade A)

PA1580 glitA 3,4 citrato sintase

PA2153 glgB 3,7 enzima 1,4-alfa-glucano ramificada

PA4333 3,9 provavel fumarase

PA1557 4,0 provavel subunidade citocromo oxidase (cbb3)

PA0108 colll 4,0 subunidade Il citicromo ¢ oxidase

PA0105 coxB 4,2 subunidade Il citicromo c oxidase

PA2165 4,3 provavel glicogénio sintase

PA1173 napB 4,6 proteina precursora NapB citocromo tipo-c

PA4430 4,7 provavel citocromo b

PA0106 COXA 4.8 subunidade I, citocromo c oxidase

PA2643 nuoH 4,8 cadeia H de NADH desidrogenase |

PA2638 nuoB 49 cadeia B de NADH desidrogenase |

PA2641 nuoF 49 cadeia F de NADH desidrogenase |

PA2649 nuoN 49 cadeia N de NADH desidrogenase |

PA1174 napA 52 proteina NapA, nitrato redutase periplasmética

PA2646 nuoK 53 cadeia K de NADH desidrogenase |

PA0107 54 proteina hipotética conservada

PA2647 nuoL 5,6 cadeia L de NADH desidrogenase |

PA2644 nuol 5,6 cadeia | de NADH desidrogenase |

PA1555 59 provavel citocromo b

PA4810 fdnl 59 subunidade gama, formato desidrogenase nitrato-induzivel

PA2648 nuoM 6,0 cadeia M de NADH desidrogenase |

PA2645 nuoJ 6,2 cadeia J de NADH desidrogenase |

PA2642 nuoG 6,2 cadeia G de NADH desidrogenase |

PA2640 nuok 6,4 cadeia E de NADH desidrogenase |

PA2639 nuoD 7,3 cadeia C,D de NADH desidrogenase |

PA1556 8,1 provavel subunidade, citocromo oxidase

PA4811 fdnH 9,5 subunidade beta, formato desidrogenase nitrato-induzida

PA4812 fdnG 14,4 formato desidrogenase-o, subunidade maior
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TABELA 26 — GENES QUE CODIFICAM REGULADORES TRANSCRICIONAIS
QUE RESPONDERAM A SUPLEMENTACAO DE CASEINATO DE
SODIO NO MEIO DE CULTIVO

ORF Gene Razao condicdo Descricdo da proteina
Reguladores transcricionais (genes) reprimidos com 30 horas de cultivo
PA0477 2,0 provavel regulador transcricional
PA0764 mucB 2,1 regulador negativo de alginato biossintese
PA1179 phoP 2,0 regulador de resposta de sistema dois-componentes
PA1526 2,2 provavel regulador transcricional
PA1911 2,2 provavel sensor transmembrana
PA2312 3,2 provavel regulador transcricional
PA2359 2,6 provavel regulador transcricional
PA3409 2,1 provavel sensor transmembrana
PA3599 2,2 provavel regulador transcricional
PA3922 3,6 proteina hipotética conservada
PA4776 2,9 regulador de resposta de sistema dois-componentes
PA5499 np20 4,0 regulador transcricional
Reguladores transcricionais (genes) super-expressos com 30 horas de cultivo
PA0175 2,2 provavel metiltransferase proteina de quimiotaxia
PA0515 2,1 provavel regulador transcricional
PA0610 prtN 2,2 regulador transcricional
PA2551 2,0 provavel regulador transcricional
PA4853 fis 2,1 proteina DNA-ligante
PA5157 3,0 provavel regulador transcricional
Reguladores transcricionais (genes) reprimidos com 48 horas de cultivo
PA0149 51 provavel fator sigma-70, subfamiliaECF
PA0150 4,7 provavel sensor transmembrana
PA0191 23,1 provavel regulador transcricional
PA0471 3,0 provavel sensor transmembrana
PA0472 29 provavel fator sigma-70, subfamiliaECF
PA0547 3,4 provavel regulador transcricional
PA0652 vfr 2,1 regulador transcricional
PA0707 toxR 31 provavel regulador transcricional
PA0780 2,2 provavel regulador transcricional
PA0839 4,0 provavel regulador transcricional
PA1179 phoP 3,3 provavel regulador de resposta de sistema dois-
componentes
PA1300 8,4 provavel fator sigma-70, subfamiliaECF
PA1301 7,1 provavel sensor transmembrana
PA1713 exsA 2,7 provavel regulador transcricional
PA1911 49 provavel sensor transmembrana
PA1912 6,4 provavel fator sigma-70, subfamiliaECF
PA2050 57 provavel fator sigma-70, subfamiliaECF
PA2051 2,1 provavel sensor transmembrana
PA2093 2,7 provavel fator sigma-70, subfamiliaECF
PA2299 29 provavel regulador transcricional
PA2312 24,6 provavel regulador transcricional
PA2334 6,3 provavel regulador transcricional
PA2359 43,7 provavel regulador transcricional
PA2426 pvdS 2,0 fator sigma
PA246 2,0 provavel sensor transmembrana

PA2468 2,8 provavel fator sigma-70, subfamiliaECF
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TABELA 26 — GENES QUE CODIFICAM REGULADORES TRANSCRICIONAIS
QUE RESPONDERAM A SUPLEMENTACAO DE CASEINATO DE
SODIO NO MEIO DE CULTIVO (continuag&o)

ORF Gene Razdo condicdo Descrigdo da proteina
Reguladores transcricionais (genes) reprimidos com 48 horas de cultivo

provavel regulador de resposta de sistema dois-

PA2686 pfeR 3,6 componentes

PA3006 2,8 provavel regulador transcricional

PA3398 2,4 provavel regulador transcricional

PA3409 3,8 provavel sensor transmembrana

PA3410 3,5 provavel fator sigma-70, subfamiliaECF

PA3721 57 provavel regulador transcricional

PA3899 5,8 provavel fator sigma-70, subfamiliaECF

PA3900 4,5 provavel sensor transmembrana

PA3932 14,2 provavel regulador transcricional

PA4227 pchR 2,3 regulador transcricional

PA4776 2,4 provavel regulador de resposta de sistema dois-
componentes

PA4895 13,6 provavel sensor transmembrana

PA4896 7,3 provavel fator sigma-70, subfamiliaECF

PA5499 np20 4,7 provavel regulador transcricional

Reguladores transcricionais (genes) super-expressos com 48 horas de cultivo

PA0175 55 provavel metiltransferase proteina de quimiotaxia

PA0236 31 provavel regulador transcricional

PA0527 dnr 2,1 regulador transcricional

PA0873 phhR 2,3 regulador transcricional

PA0876 3,0 provavel regulador transcricional

PA1853 2,3 provavel regulador transcricional

PA1978 29 provavel regulador transcricional

PA1980 2,4 provavel regulador de resposta de sistema dois-
componentes

PA2010 8,7 provavel regulador transcricional

PA2016 2,1 provavel regulador transcricional

PA2032 2,2 provavel regulador transcricional

PA2511 24,3 provavel regulador transcricional

PA2519 xylS 2,6 regulador transcricional

PA2704 3,7 provavel regulador transcricional

PA3174 3,7 provavel regulador transcricional

PA4296 3,4 provavel regulador de resposta de sistema dois-
componentes

PA4341 3,3 provavel regulador transcricional

PA4787 2,6 provavel regulador transcricional

PA5125 ntrC 5,8 provavel regulador de resposta de sistema dois-
componentes

PA5380 11,4 provavel regulador transcricional

PA5525 2,2 provavel regulador transcricional




120

Um grande numero de genes que codificam proteinas relacionadas com a
biossintese e metabolismo de aminoacidos também apresentou alteracées nos
perfis de transcricdo respondendo ao caseinato de sodio (Figura 19 e Tabela 27).
Quase 10 % dos genes com fungdes conhecidas em t3p (28 genes, 12 ativados e 16
reprimidos, Tabela 21) e 5,4 % em t43 (36 genes, 21 ativados e 15 reprimidos,
Tabela 22) codificam para enzimas envolvidas na biossintese e metabolismo de
aminoacidos (Tabela 27). Entre estes genes encontra-se gdhA, gene que codifica a
glutamato desidrogenase, enzima envolvida na degradacdo do glutamato e
consequente formacdo de succinato (VALLEA et al.,, 1984). O fato de este gene
estar super-expresso com 30 horas de cultivo e reprimido com 48 horas de cultivo
(Tabela 27) pode estar relacionado com a proporcdo de &cido glutdmico na
composicdo da caseina (mais de 25 % m/m). Em outras palavras, uma vez
hidrolisada a proteina, uma grande quantidade de glutamato vai estar disponivel.
Outros genes que indiretamente estdo relacionados ao metabolismo do glutamato e
que apresentaram transcricdo ativada na presenca de caseinato de sédio em tzg
foram: 1) a proteina transportadora C4-dicarboxilase (codificada pelo gene PA1183)
(Tabela 27), responsavel pelo simporte de compostos dicarboxilados, tais como
succinato, malato e fumarato (LEWENZA et al., 2005); e 2) a adenilsuccinato liase
(codificada pelo gene PA2629) (Tabela 27), enzima relacionada com a biossintese
de nucleotideos (purinas), onde catalisa a conversédo de succinato a fumarato (HE;
SMITH; ZALKING, 1992). Dado a grande propor¢cao de glutamato na caseina, o
aumento da expressao de genes direta (gdhA) ou indiretamente (PA1183 e PA2629)
relacionados com degradacédo do glutamato provavelmente esteja relacionado com a
degradacdo e consumo da caseina, cuja intensidade possivelmente tenha sido maior

com 30 horas de cultivo.

PA2943, que codifica a enzima fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolase
também foi promovido em tz,. Esta enzima esta relacionada com a biossintese de
corismato, precursor da biossintese das fenazinas (RAMILO; EVANS et al., 1997).
Os genes relacionados com a biossintese das fenazinas (PA4210, PA4211, PA1901,
PA1902, PA1903, PA1904, PA1905) (Pseudomonas Data base -
www.pseudomonas.com) também foram super-expressos em tz. A alta

porcentagem de glutamato na caseina pode, também, estar relacionada com esta
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TABELA 27 - GENES QUE CODIFICAM PARA BIOSSINTESE E METABOLISMO
DE AMINOACIDOS E QUE RESPONDERAM A SUPLEMENTACAO
DE CASEINATO DE SODIO NO MEIO DE CULTIVO

ORF Gene Razdo condicdo Descrigdo da proteina

Aminoacidos biossintese e metabolismo (genes) repri midos com 30 horas de cultivo

PA0316 serA 2,6 D-3-fosfoglicerato desidrogenase
PA0896 aruF 2,2 subunidade Al, arginina/ornitina succiniltransferase
PA0899 aruB 2,1 succinilarginina dihidrolase
PA1002 phnB 2,4 componente Il, antranilato sintase
PA1818 2,1 provavel ornitina/arginina/lisina descarboxilase
PA1843 metH 2,8 metionina sintase
PA1927 metE 11,0 5-metiltetraidropteroiltriglutamato-homocisteina S-
metiltransferase
PA2247 bkdA1 3,1 2-oxoisovaleraro desidrogenase (subunidade alfa)
PA2248 bkdA2 2,8 2-oxoisovaleraro desidrogenase (subunidade beta)
PA2250 IpdV 2,6 lipoamida dehidrogenase-Val
PA2444 glyA2 2,3 sernina hidroximetiltransferase
PA2445 gcvP2 2,7 proteina sistema P2,glicina clivagem
PA2446 gcvH2 2,6 proteina sistema H2,glicina clivagem
PA2531 2,2 provavel aminotransferase
PA5302 dadX 2,1 racemase alanino catabdlica
PA5429 aspA 2,3 aspartato amonia-liase
Aminoécidos biossintese e metabolismo (genes) super -expressos com 30 horas de cultivo
PA2084 2,2 provavel asparagina sintase
PA2629 purB 2,5 adenilosuccinato liase
PA2943 8,4 fosfo-2-deidro-3-deoxiheptonato aldolase
PA3116 2,0 provavel aspartato-semialdeido desidrogenase
PA3475 pheC 2,8 precursor ciclohexadienil deidratase
PA4138 tyrS 6,0 tirosil-tRNA sintase
PA4442 cysN 2,1 ATP sulfurilase GTP-ligante, subunidade APS quinase
PA4448 hisD 2,0 histidinol desidrogenase
PA4519 2,4 provavel ornitina descarboxilase
PA4548 2,1 provavel D-amino acido oxidase
PA4588 gdhA 2,2 glutamato desidrogenase
PA4759 dapB 2,4 diidrodipicolinato redutase
Aminoécidos bhiossintese e metabolismo (genes) repri midos com 48 horas de cultivo
PA0316 serA 4,4 D-3-fosfoglicerato desidrogenase
PA0430 metF 2,1 5,10-metilenotetraidrofolato redutase
PA0546 metK 29 metionina adenosiltransferase
PA0896 aruF 2,2 arginina/ornitina succiniltransferase, subunidade Al
PA1002 phnB 4,1 antranilato sintase, componente Il
PA1162 dapE 2,2 succinil-diaminopimelato desuccinilase
PA1843 metH 3,6 metionina sintase
PA1927 metE 125,2 5-metiltetraidropteroiltriglutamato-homocisteina S-
metiltransferase
PA2084 4,0 provavel asparagina sintase
PA2446 gcvH2 2,4 proteina de sistema H2, glicina clivagem
PA2531 4,2 provavel aminotransferase
PA3151 hisF2 2,0 imidazoleglicerol-fosfato sintase, subunidade ciclase
PA3165 hisC2 2,4 histidinol-fosfato aminotransferase
PA4588 gdhA 91 glutamato desidrogenase

PA4602 glyA3 2,7 serino hidroximetiltransferase
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TABELA 27 - GENES QUE CODIFICAM PARA BIOSSINTESE E METABOLISMO
DE AMINOACIDOS E QUE RESPONDERAM A SUPLEMENTACAO
DE CASEINATO DE SODIO NO MEIO DE CULTIVO (continuagao)

ORF Gene Razdo condicdo Descrigdo da proteina

Aminoacidos biossintese e metabolismo (genes) super -expressos com 48 horas de cultivo
PA0865 hpd 96,5 4-hidroxifenilpiruvato dioxigenase
PA0870 phhC 2,9 aminoacido aromatico aminotransferase
PAO871 phhB 3,7 pterin-4-alfa-carbinolamina deidratase
PA0872 phhA 6,7 fenilalanina-4-hidroxilase
PA1337 ansB 2,4 glutaminase-asparaginase
PA1999 53,9 provavel CoA transferase, subunidade A
PA2000 39,6 provavel CoA transferase, subunidade B
PA2247 bkdA1 4,0 2-oxoisovalerato deidrogenase (subunidade alfa)
PA2248 bkdA2 3,0 2-oxoisovalerato deidrogenase (subunidade beta)
PA3475 pheC 2,7 precursor cicloexadienil deidratase
PA3570 mmsA 6,7 metilmalonato-semialdeido deidrogenase
PA3658 ginD 2,6 proteina-PlI uridililtransferase
PA4519 2,1 provavel ornitina decarboxilase
PA5098 hutH 2,6 histidina amonia liase
PA5100 hutU 8,5 urocanase
PA5119 glnA 4,2 glutamina sintase
PA5170 arcD 49 transportador arginina/ornitina, antiporte
PA5171 arcA 3,8 arginina deuminase
PA5172 arcB 4,2 ornitina carbamoiltransferase, catabolico
PA5173 arcC 3,0 carbamato quinase
PA5415 glyAl 2,2 serina hidroximetiltransferase

sequéncia de fatos, uma vez que este aminoacido € um precursor da biossintese

das fenazinas.

PA2084, que codifica asparagina sintetase - enzima que catalisa a conversao
de &cido aspartico para asparagina (FORSYTHE; KARP; MAVROVOUNIOTIS,
1997), também foi super-expresso com 30 horas de cultivo (Tabela 27). Uma
possivel justificativa para este fato pode ser, novamente, a composi¢cao da caseina,
uma vez que altas propor¢cdes (mais de 13 %, m/m) de acido aspartico sao
encontradas nesta proteina. O fato de PA2084 estar super-expresso apenas com 30
horas de cultivo provavelmente esteja entdo relacionado com a degradacdo e
consumo da caseina. O que se nota, com estes resultados, € que a composicédo da
caseina pode influenciar a transcricdo de genes relacionados com o metabolismo
dos aminodcidos produtos de sua degradagdo, assim como a biossintese de
metabdlitos que utilizam como precursores 0s aminoacidos ou produtos de

degradacao destes aminoacidos que a compade.
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5.14.6 Efeito da suplementacdo de caseinato de so0dio no meio de cultivo na
biossintese de ramnolipideos e na expressao dos genes do sistema quorum

sensing

Como relatado na revisdo bibliografica, o sistema QS de P. aeruginosa é
formado por dois circuitos (Lasl-LasR e RhII-RhIR). Neste sistema, existem duas
moléculas sinalizadoras do tipo acil-homoserinolactonas (acil-HSL): N-(3-
oxododecanoil)-HSL e N-butiril-HSL, produzidas pelas enzimas Lasl e RAll,
respectivamente. As moléculas de acil-HSL ligam-se aos relativos fatores de
transcricdo (LasR e RhIR), ativando a expressao dos genes alvos (SCHUSTER,;
GREENBERG, 2006; GILBERT et al., 2009). No presente trabalho, a transcricdo dos
genes do circuito RhlI-RhIR foi ativada na presenca de caseinato de sédio, tanto com
30 horas de cultivo (1,6- e 1,3-vezes, respectivamente) quanto com 48 horas de
cultivo (2,5- e 1,2- vezes, respectivamente). Este resultado esta de acordo com 0s
resultados obtidos por Sandoz et al. (2007), que também mostraram uma ativacao
dos genes que compde o circuito RhlI-RhIR utilizando caseinato de sédio como fonte
de carbono no meio de cultivo. Estes autores obtiveram um aumento nos niveis
transcricionais de rhiIR e rhll de 3 a 5-vezes (utilizando PCR quantitativo e
expressando os resultados em picogramas de DNA gendémico) com o uso de
caseinato de sodio no meio de cultivo como Unica fonte de carbono, em relacdo ao
uso de casamino acidos (SANDOZ et al., 2007). A adicdo de caseinato de sodio no
meio, no presente trabalho, ndo influenciou a expressédo dos genes do circuito Lasl-
LasR (<1,2 vezes). O mesmo ocorreu com Sandoz et al. (2007); segundo estes
autores a expressdo génica basal do circuito Lasl-LasR ja € suficiente para a

completa induc&o da maior parte dos genes regulados pelo sistema QS.

A transcricdo dos genes rhlA, rhIB (ramnosiltransferse 1) e rhIC
(ramnosiltransferase 2) foi promovida pela presenca de caseinato de s6dio no meio
de cultivo em t3o (1,6-, 1,8- e 1,4-vezes, respectivamente) e em tyg (1,5-, 1,5- e 1,2-
vezes, respectivamente). A regulacdo positiva da expressdo das
ramnosiltransferases pode ser explicada pela super-expressdo dos genes que
compde o circuito RhllI-RhIR [item 2.4.1 (Reviséo Bibliografica)]. A super-expressao
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das ramnosiltransferases também foi encontrada nos resultados de estudos de
genes modulados pelo sistema QS, feitos através da analise de transcriptomas de P.
aeruginosa (SCHUSTER et al., 2003; WAGNER et al., 2003; HENTZER et al., 2003).
Adicionalmente, o incremento na biossintese dos ramnolipideos mostra que o maior
nivel de transcricdo destas enzimas provavelmente esteja relacionado com o

aumento na producdo de ramnolipideos.

Quanto aos genes rmlA, rmIB, rmIC e rmID (responsaveis pela biossintese de
ramnose, operon rhIBCAD), estes também foram ativados com a adicdo de
caseinato de sédio no meio de cultivo tanto em tz (1,8-, 2,1-, 1,8- e 2,0- vezes,
respectivamente) como em tsg (1,8-, 2,3-, 1,7- e 2,2- vezes, respectivamente). A
super-expressdo dos genes relacionados com a biossintese de ramnose também
estad de acordo com os estudos de modulacdo da expressdo génica mediado pelo
sistema QS feitos a partir da andlise do transcriptoma de P. aeruginosa (SCHUSTER
et al., 2003; WAGNER et al., 2003; HENTZER et al., 2003). Uma das estratégias
utilizadas em comum nestes estudos foi a de construir cepas mutantes deficientes
para a producdo das moléculas de acil-HSL (moléculas sinalizadoras do QS).
Através de ensaios de hibridizacdo molecular de microarranjos de DNA que
utilizaram estas cepas mutantes na presenca ou na auséncia de acil-HSL exdgena,
estes autores conseguiram identificar os genes que respondiam diferentemente na
presenca do sinalizador e que, por conseguinte, apresentariam certo grau de
regulacéo pelo sistema QS. Entre as centenas de genes ativados pelo sistema QS
relatados por estes trabalhos, encontram-se os genes do operon rhIBCAD, assim
como os do operon rhlAB e o gene rhiIC citados acima (SCHUSTER et al., 2003;
WAGNER et al., 2003; HENTZER et al., 2003).

5.14.7 Cinética da expressdo dos genes relacionados com a biossintese de

ramnolipideos

O nivel de transcrito depende de um variado grupo de fatores, incluindo as
taxas de transcricdo e a estabilidade dos transcritos. Assim, neste ponto do trabalho
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optou-se por se estudar a cinética da expressao dos genes de P. aeruginosa PAOL.
Com este proposito, os microarranjos de DNA foram hibridizados com cDNA obtido a
partir de RNA de PAO1l derivado do cultivo na condicdo teste (presenca de
caseinato de sédio no meio de cultivo), nos tempos de cultivo, 9, 18, 24, 30 e 48
horas (Figura 17). Nestes experimentos avaliou-se diretamente a intensidade de
hibridizacdo-normalizada e ndo uma relacdo entre duas condicdes (teste/controle).
Os graficos (Figura 20 e 21) foram gerados pelo software GeneSpring GX 10.0.2
(Agilent Technology), o mesmo software que foi utilizado para as normalizac¢oes.

Valores de intensidade Normalizados

9 18 24 30 48
Tempo (h)
FIGURA 20 — CINETICA DO PERFIL TRANSCRICIONAL ABSOLUTO DE P.
aeruginosa PAO1 DURANTE CRESCIMENTO EM MEIO COM
CASEINATO DE SODIO

As linhas do gréafico apresentam uma correlagdo entre a intensidade de hibridizacao e a escala cores
(minima intensidade de hibridizacdo azul e maxima intensidade de hibridizacdo vermelho) apenas no
tempo 9 h. Assim, nos tempos de 18 h a 48 h as cores das linhas ndo correspondem
necessariamente a uma correlacdo com a intensidade de hibridizagéo
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De forma geral, os perfis de expresséao entre 18 a 30 horas de cultivo foram
muito semelhantes (Figura 20). Por outro lado, entre 9 e 18 horas e entre 30 e 48
horas uma intensa variagdo pode ser observada (Figura 20). Adicionalmente,
avaliou-se a expressao de genes cuja relacdo com a biossintese dos ramnolipideos
ja havia sido previamente reportada (Figura 21): os genes que codificam as
ramnosiltransferases 1 e 2 (operon rhlAB e rhIC, respectivamente) (RAHIM et al.,
2001; MEDINA et al., 2003); os genes que codificam as proteinas envolvidas na
biossintese de novo de acidos graxos [fabA, fabB, fabF1, fabF2, fabl, fabG, accC,
accD e PA5436 (provavel subunidade biotina carboxilase de uma transcarboxilase)]
(CAMPOS-GARCIA, et al., 1998; REHM; MITSKY; STEINBUCHEL, 2001; ZHU;
ROCK, 2008; Pseudomonas Genome Database - www.pseudomonas.com); e 0s
genes que codificam o sistema QS, circuitos LasR-Lasl e RhIR-Rhll (SCHUSTER,;
GREENBURG, 2006). Outro gene contemplado neste estudo foi rhiG, gene que
apresenta um papel controverso na biossintese dos ramnolipideos (CAMPOS-
GARCIA et al., 1998; ZHU; ROCK, 2008).

5.14.7.1 Ramnosiltransferase 1 e 2

Como pode ser visto na Figura 21, os genes rhlA, rhiB e rhiC exibiram niveis
de transcricéo crescentes, apresentando 0s maximos niveis de transcricdo com 48 h
de cultivo. Este resultado esta de acordo com o estudo cinético da producdo de
ramnolipideos pela PAO1 (Figura 16), que mostrou que em t43 a velocidade de
producdo de ramnolipideos ja € méaxima. Este resultado ja era esperado, uma vez
gue a biossintese de ramnolipideos é maxima na fase estacionaria (OCHSNER,;
REISER, 1995). Adicionalmente, o fato dos niveis de expressao destes genes serem
maiores com 48 horas de cultivo esta de acordo com resultados da literatura
(SCHUSTER et al., 2003; WAGNER et al., 2003; SCHUSTER et al., 2004). Estes
trabalhos mostraram que a expressdo dos genes do sistema QS e,
consequentemente, dos genes por eles regulados ndo depende apenas da presenca
de altas concentracbes das moléculas sinalizadoras, mas também de certa
densidade celular (concentracdo de células) e da expressdo de rpoS (fator de

transcricdo de fase estacionéria), o que leva algum tempo para ser atingido.
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5.14.7.2 Biossintese de novo de acidos graxos

A porcéo lipidica dos ramnolipideos € proveniente da biossintese de novo dos

acidos graxos. Nao ha indicios que intermediarios da beta-oxidacdo possam ser

9h 18h  24h 30k  48h
fabF2
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rhiG
fabF1
accC
lasR

rhiR

rmiB
rmiD
rmilA
rmiC
rhil
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FIGURA 21 - CINETICA DO PERFIL TRANSCRICIONAL DOS GENES
RELACIONADOS COM A BIOSSINTESE SE RAMNOLIPIDEOS
POR P. aeruginosa PAO1 DURANTE CRESCIMENTO EM MEIO
COM CASEINATO DE SODIO

N/A: PA5436 (provavel subunidade biotina carboxilase de uma transcarboxilase)
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utilizados (ZHU; ROCK, 2008). A cinética de expressdo dos genes relacionados com
a biossintese de novo de acidos graxos pode ser vista na Figura 21. Esta classe de
genes mostrou uma tendéncia de expressdo oposta a apresentada pelos outros
grupos de genes relacionados com a biossintese de ramnolipideos
(ramnosiltransferases, sintese de ramnose e circuito QS). Em outras palavras, 0s
genes relacionados com a biossintese de acidos graxos apresentaram maiores
niveis de transcricdo na fase exponencial de crescimento (Figura 21). O fato de se
haver um alto nivel de transcricdo destes genes no inicio dos cultivos poderia ser
justificado pela necessidade de sintese de &cidos graxos para compor as
membranas celulares durante a intensa multiplicacdo celular. Por outro lado, estes
dados geram duvidas quanto ao papel da biossintese de acidos graxos na
biossintese de ramnolipideos. O argumento utilizado aqui baseia-se em resultados
de controle transcricional, e € evidente que existem varias questdes que podem
influenciar as taxas de biossintese dos acidos graxos, como: 1) a estabilidade dos
transcritos, 2) a estabilidade das enzimas traduzidas; 3) a cinética dessas enzimas;
e 4) a regulacdo da via como um todo. Em outras palavras, com base em um
transcriptoma ndo € possivel se sugerir a possivel velocidade de uma via
metabdlica. No entanto, a biomassa média (0,45 g/L) obtida dos -cultivos
suplementados com caseinato de sddio foi mais de 20 vezes menor que a massa de
ramnolipideos (9,5 g/L) produzida, em outras palavras, a quantidade de &cidos
graxos necessarios para sintese dos ramnolipideos foi bem superior a massa dos
lipideos estruturais. Além do que, os menores niveis de transcricdo dos genes
relacionados com a biossintese de acidos graxos ocorreram na fase estacionaria do

ciclo de crescimento, quando o nivel de biossintese dos ramnolipideos € maximo.

5.14.7.3 Sistema quorum sensing

A transcricdo dos genes que comp®e o circuito RhlI-RhIR do sistema QS
exibiu um perfil de expressdo que seguiu a mesma tendéncia cinética (maiores
niveis de transcricdo em tsg) do perfil de expressao dos genes rhlA, rhiB, rhiC, assim
como dos genes rmlA, rmIB, rmIC e rmID. Este resultado ja era esperado, uma vez
gue estudos do transcriptoma de P. aeruginosa mostraram que todos estes genes
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sao controlados pelo sistema QS (SCHUSTER et al., 2003; WAGNER et al., 2003;
HENTZER et al.,, 2003). Adicionalmente, os perfis de expressdo de todos estes
genes mostraram um maior nivel transcricional com 48 horas de cultivo quando a
velocidade de producdo de ramnolipideos j& € méaxima (Figura 16). Este resultado
confirma uma parte da hipotese deste estudo, ou seja, que a adicdo de caseinato de
soédio ao meio de cultivo pode estimular a biossintese de ramnolipideos baseado na

regulacéo da expresséo génica mediada pelo sistema QS.

5.14.7.4 Funcao da RhIG na biossintese dos ramnolipideos

Assim como o nivel transcricional dos genes relacionados com a biossintese
de acidos graxos, o nivel de transcricdo de rhlG ndo apresentou modulacdo a
suplementacdo de caseinato de sodio no meio de cultivo. A funcéo deste gene na
biossintese dos ramnolipideos ainda é mal definida devido a existéncia de relatos
conflitantes na literatura. Segundo Campos-Garcia et al (1998), o gene rhiG de P.
aeruginosa codifica uma [p-cetoacil redutase NADPH-dependente que ¢é
absolutamente requerida para sintese da por¢cdo B-hidroxidcido dos ramnolipideos
(estes pesquisadores basearam-se na perda de producéo de ramnolipideos causada
pela delecdo de rhiG). Por outro lado, a estrutura cristalina e a atividade in vitro
desta enzima ndo sdo compativeis com a atividade de redutase NADPH-dependente
proposta por Campos-Garcia et al (1998) (MILLER et al., 2006). Em adicdo, segundo
Zhu e Rock (2008), RhIG nado apresenta nenhuma funcdo na sintese dos
ramnolipideos, uma vez que, nos seus experimentos, mutantes com rhlG deletados
apresentaram o0s mesmos niveis de producdo de ramnolipideos das correlatas
estirpes selvagens. Os resultados apresentados pelo presente trabalho nao
adicionaram novas informacdes que possam ajudar na elucidacdo da possivel
funcdo de rhlG na biossintese dos ramnolipideos. Mais estudos serdo necessarios

para melhor definir a importancia deste gene na biossintese de ramnolipideos.
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5.14.8 Consideracdes sobre o transcriptoma de P. aeruginosa PAO1 durante a
producdo de ramnolipideos por fermentacdo submersa utilizando meio

suplementado com caseinato de sodio

Este € o primeiro estudo de andlise do transcriptoma de P. aeruginosa
durante a producdo de ramnolipideos e também o primeiro estudo de cinética do
perfil de modulacdo de transcricdo dos genes relacionados com a biossintese dos
ramnolipideos por P. aeruginosa (Figuras 20 e 21). Este estudo permitiu a
identificacdo de genes diferencialmente expressos na presenca e auséncia de
caseinato de sodio no meio de cultivo. O estudo mostrou que 0S genes que
codificam o circuito RhlI-RhIR do sistema QS, assim como os genes que codificam
as ramnosiltransferases 1 e 2 e 0s genes relacionados com a biossintese de
ramnose apresentaram os niveis de transcricdo ativados na presenca do caseinato
de sodio. Também foi possivel identificar intensas modificagbes na transcricdo de
genes relacionados a diferentes setores do metabolismo e dos processos celulares
basicos da bactéria, como expressao das proteinas de membrana e sistemas de
transporte, metabolismo energético, biossintese e metabolismo de aminoacidos e
reguladores transcricionais. A andlise conjunta dos resultados obtidos com os
estudos de producdo de ramnolipideos, do perfil transcricional diferencial na
presenca e auséncia de caseinato de sodio, e do perfil temporal do transcriptoma de
PAOL1 indicou que o aumento de mais de 10 vezes na producédo de ramnolipideos
provavelmente dependa de trés fatores: 1) um aumento no nivel transcricional de
genes relacionados com a biossintese de ramnolipideos; 2) regulacdo da expressao
génica mediada pelo sistema quorum sensing; e 3) um conjunto de alteracdes

metabalico-nutricionais.
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6. CONCLUSOES

6.1. ESTUDO DA PRODUCAO DE RAMNOLIPIDEOS POR FES

Neste trabalho comprovou-se que € possivel produzir ramnolipideos por
fermentacdo em estado soélido em concentracdes equiparaveis aos resultados
obtidos por fermentacédo submersa. O processo de producdo desenvolvido evitou a
formacédo de espuma em escala de bancada e sugere que a produgcdo em grande

escala é tecnicamente viavel.

As principais conclusdes relacionadas a cada etapa foram:

* A producdo de ramnolipideos em biorreator de fermentacdo submersa foi
seriamente prejudicada pela formacao de espuma. Este resultado sugere que
a producdo de ramnolipideos em biorreator de fermentacdo submersa so é

possivel se adotadas medidas de contencéo de espuma;

* Uma das contribui¢cbes deste trabalho foi o desenvolvimento de técnicas de
extracdo e quantificacdo de ramnolipideos produzidos por FES, uma vez que
0s substratos solidos utilizados na FES sdo matrizes complexas que contém
inUmeros componentes que interferem nos métodos de quantificacdo. Para
este propdésito a seguinte sequéncia de etapas é apropriada: 1) extracao
aquosa dos ramnolipideos; 2) extracdo organica [CHCIs:Metanol (3:1)]; 3)
concentracdo do extrato organico por evaporacdo do solvente; 4)
solubilizacdo do extrato organico concentrado em agua; e 5) quantificacao

indireta dos ramnolipideos pelo método de fenol-sulfarico;
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O bagaco de cana-de-agucar é apropriado para producdo de ramnolipideos,
pois € um suporte essencialmente inerte, proporciona niveis de producao
razoaveis (8 g/L de solucdo umedecedora) e grande facilidade de extracdo do

tensoativo, além de ser abundante, disponivel e de baixo custo;

As propriedades tensoativas dos ramnolipideos produzidos por FES (CMC
46,8 mg/L e E4n superior a 90 % para querosene, gasolina e 6leo diesel) sao
muito semelhantes as obtidas pelos ramnolipideos produzidos por
fermentacdo submersa. Este resultado sugere que os ramnolipideos
produzidos por FES podem perfeitamente substituir os obtidos por

fermentacdo submersa sem qualquer perda das propriedades tensoativas;

A determinacg&o das propriedades tensoativas das fracdes isoladas de mono-
e di-ramnolipidicas mostrou que a mistura, ou seja, 0 extrato bruto, apresenta
uma eficiéncia emulsificante mais consistente contra os hidrocarbonetos
testados. Apenas a mistura proporcionou resultados E», superiores a 50 %

para todos os hidrocarbonetos testados;

A termo-estabilidade dos ramnolipideos observada neste trabalho é um
importante resultado, uma vez que mostra que é possivel se utilizar métodos
de esterilizacdo a quente para tornar o solido fermentado livre de P.
aeruginosa, antes dos procedimentos de extracdo. Assim, em um pProcesso

industrial se minimizaria o risco de infec¢@o oportunista em operarios;

Os melhores resultados de produgé&o obtidos com este trabalho foram: 1) 46 g
de ramnolipideos por litro de solug¢do umedecedora, obtido com a mistura de
bagaco de cana e farelo de girassol (50 % em massa de cada) umedecida
com solucéo de sais e glicerol (10 %, v/v) como fonte de carbono; e 2) 45 g
de ramnolipideos por litro de solugdo umedecedora, obtido com a mistura de
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bagaco de cana e torta de milho (50 % em massa de cada) umedecida com
solucéo de sais e uma mistura de glicerol (6 %, v/v) e 6leo de soja (6 %, v/v)
como fonte de carbono. Estes resultados sdo comparaveis aos melhores
resultados de producao obtidos por fermentagdo submersa, o que comprova o

potencial da FES para producéo de ramnolipideos.

ESTUDO DO TRANSCRIPTOMA DE P. aeruginosa PAOl1 DURANTE A
PRODUCAO DE RAMNOLIPIDEOS POR FERMENTACAO SUBMERSA

Este foi o primeiro estudo de analise do transcriptoma de P. aeruginosa
durante a producédo de ramnolipideos e também o primeiro estudo de cinética
do perfil de expressdo génica relacionado com a biossintese dos
ramnolipideos. Com este estudo foi possivel identificar intensas modificacdes
no nivel transcricional de genes relacionados a diferentes setores do
metabolismo e dos processos celulares basicos da bactéria, como: expressao
de proteinas de membrana e sistemas de transporte; metabolismo energético;

biossintese e metabolismo de aminoacidos; e reguladores transcricionais;

O estudo do transcriptoma de P. aeruginosa durante a biossintese de
ramnolipideos mostrou que altos niveis de producdo deste tensoativo
provavelmente estejam vinculados a uma combinacdo de fatores como,
maiores niveis de transcricdo dos genes relacionados com a biossintese de
ramnolipideos, maiores niveis de transcricdo de genes do circuito Rhll-RhIR e

de um conjunto de alterac6es metabdlico-nutricionais do microrganismo.
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7. ETAPAS FUTURAS

7.1.

CORRELACIONADAS COM O ESTUDO DA PRODUGCAO DE
RAMNOLIPIDEOS POR FES

Os estudos de producao de ramnolipideos por FES permitiram a identificacdo

de pontos a serem explorados para futuros trabalhos em diferentes areas, tais como:

1) Producao

Estudos em escala piloto para producdo de ramnolipideos, a iniciar com
reatores de bandeja. Este € um reator sem agitacéao de leito, portanto € o que
mais se aproxima da forma que a FES foi conduzida neste trabalho, ou seja
em frascos Erlenmeyers. Obviamente que existe o fato de P. aeruginosa ser
um patégeno oportunista, no entanto a possibilidade de se esterilizar o sélido
fermentado antes dos procedimentos de extracdo minimizariam as

possibilidades de infec¢cdes oportunista;

Estudos em reatores de coluna e de respirometria para melhor avaliar a
possibilidade de utilizacdo do reator piloto com aeragéo forgcada e leito com
agitacdo intermitente. Através do uso do reator de colunas é possivel se
avaliar, em uma escala menor e mais facilmente controlavel, o efeito da
aeracdo em diferentes profundidades do leito. Assim os resultados gerados
por experimentos neste reator podem direcionar 0s experimentos no reator

piloto;
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Estudos de producdo em reator piloto com aeracdo forcada e leito com
agitacdo intermitente. O interesse em se realizar testes em reator piloto €
baseado no fato deste grupo de pesquisa ter um reator piloto de aeracéo
forcada, assim como no interesse em aumentar a escala de producdo dos
ramnolipideos. Uma vez que, com este trabalho mostrou-se que é possivel
produzir ramnolipideos em altas concentracbes por FES em frascos
Erlenmeyers e que esta tecnologia esta padronizada e € muito reprodutivel,
as fermentacbes de bancada poderdo servir como controles para 0s

experimentos nos reatores.

2) Determinacéao estrutural

Estudos de elucidacdo estrutural e de quantificacdo das proporcbes dos
congéneres dos ramnolipideos produzidos por FES nas diferentes condi¢gdes
selecionadas neste trabalho. Como mostrado o poder emulsificante dos di-
ramnolipideos é bem superior quando o hidrocarboneto testado foi a gasolina.
Assim, a elucidacdo estrutural relacionada com diferentes condicbes de
cultivo pode indicar qual € a condicdo que apresente maior concentracao
proporcional de di-ramnolipideos e direcionar qual € o melhor processo para

esta aplicacao especifica.

3) Aplicacdo

Estudos de biorremedia¢cdo de solos e aguas contaminadas com compostos
de baixa solubilidade, com énfase no petréleo e seus derivados. Estudos
iniciais foram feitos por este grupo e mostraram-se bem promissores.
Entretanto, dado o potencial de aplicagcdo dos ramnolipideos e a grande
guantidade de trabalhos na literatura de aplicacdo de ramnolipideos

produzidos por fermentacdo submersa, se faz necessario mais estudos de
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aplicacdo de ramnolipideos produzidos por FES. Assim, sera possivel fazer
comparagbes um pouco mais aprofundadas entre os ramnolipideos

produzidos pelas duas tecnologias fermentativas;

Estudos de biorremediacédo e desenvolvimento de processos com aplicacao
direta do solido fermentado em biorremediacdo. A aplicagcdo do solido
fermentado direto pode ser muito viavel, ja que dessa forma diminuir-se-a

etapas do processo e, por conseguinte o custo.

CORRELACIONADAS COM ESTUDO DO TRANSCRIPTOMA DE P.
aeruginosa PAO1 DURANTE A PRODUCAO DE RAMNOLIPIDEOS POR
FERMENTACAO SUBMERSA

O estudo do transcriptoma P. aeruginosa PAO1 permitiu identificacdo de

pontos a serem explorados para futuros trabalhos, tais como:

Estudo da influéncia da sintese de novo dos acidos graxos na biossintese dos

ramnolipideos;

Estudo da influéncia de diferentes processos celulares basicos (biossintese
de aminoacidos, metabolismos energético, mecanismos de transporte, entre

outros) na biossintese dos ramnolipideos.
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7.3. CORRELACIONADAS COM A INTERACAO DOS ESTUDOS DE PRODUCAO
DE RAMNOLIPIDEOS POR FES E COM O TRANSCRIPTOMA DE P.
aeruginosa PAO1

e Estudos de microscopia eletrbnica de varredura dos cultivos sélidos, para se
verificar se o0 crescimento da bactéria neste sistema ocorre na forma de
biofilme. Crescendo na forma de biofiilme P. aeruginosa apresenta uma
intensa super-expressao do sistema QS e esta pode ser umas das
explicagbes dos altos niveis de ramnolipideos que foram obtidos com este

trabalho;

* Estudos transcricionais (microarranjos e PCR quantitativo) dos cultivos
sélidos (biofilme). Através destes estudos poder-se-a se dimensionar qual € a

influéncia do sistema QS na producao de ramnolipideos por FES;

» Estudos transcricionais comparativos entre cultivos de FES e de fermentacao
submersa. Através desta comparacdo melhor se entendera as diferencas

entre os dois processos a nivel fisiolégico- molecular.
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