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RESUMO

Os biossurfactantes tém sido objeto de estudo gersdis areas da biotecnologia, uma
vez que estes apresentam propriedades biolégidasiagis a varias inddstrias, tais como, a
farmacéutica, de petréleo, de cosméticos e de mlove Sdo0 capazes de reduzir a tensdo
superficial e interfacial, e possuem vantagens raptes sobre os surfactantes quimicos, pois
além de serem menos toxico e mais biodegradayessentam maior resisténcia as variagdes de
temperatura, pH e a condicdes de elevada salinid2gléiossurfactantes mais estudados sao os
raminolipideos produzidos por bactéria do gérieseudomonadJma das alternativas para a
melhoria do processo de producdo seria a reducaoudtm, utilizando fontes de carbono
reaproveitadas, como a glicerina bruta, por exem@avido a grande importancia
biotecnoldgica dos raminolipideos, este traballve tsomo objetivo investigar a producao de
raminolipideo em duas linhagens Bseudomonas aeruginosa (CCMICS H)GCMICS 109)
em Meio Salino Mineral (MSM) utilizando como forde carbono glicerina comercial (GC) e
glicerina bruta (GB) a 2% e analisar a expressaducgedas cepas no momento da producao.
Observou-se que no MSM 2% GB as linhagé@MICS 106e 109 produziram 2,87 g/L e 2,31
g/L respectivamente. J& no MSM 2% GC as linhageonduziram 2,47 g/L e 3,96 g/L. O
biossurfactante produzido pelas linhagens apresemtoa boa reducdo da tensdo superficial
(26mN/m a 30mN/m), assim como apresentou uma btabikdade quanto a temperatura,
salinidade e pressao. Os resultados da producdondémraram a viabilidade da utilizacdo de
glicerina bruta como substratacemo fonte alternativa de carbono e de baixo céstalisando
a expressao génica observou-se que no MSM2%GBhagemCCMICS 106que apresentou
uma produgdo um pouco maior, apresentou tambémnuaia expressao do genelAB que
constitui 0 operon responsavel pela producdo deahpideo. J& no MSM2%GC a linhagem
CCMICS 109apresentou uma maior producdo, porém neste mepyadiicdo a expressao do
generhlAB foi mais baixa, indicando assim que a minimaregpao deste gene no MSM2%GC
foi suficiente para produzir uma maior quantidadeaiminolipideo.

Palavras ChavesBiossurfactantes, Raminolipided®seudomonasGlicerina, Expressao
génica.



ABSTRACT

The biosurfactants have been studied in variogasaof biotechnology, since they have
biological properties applicable to various indiesty such as pharmaceuticals, oil, cosmetics and
food. They are capable of reducing the surfaceidanand interfacial, and have important
advantages over chemical surfactants, as welliag bess toxic and more biodegradable, exhibit
greater resistance to temperature changes, pH,haid salt conditions. The most studied
biosurfactants are rhamnolipids produced by bactdrithe genu®seudomonane alternative
for improving the manufacturing process would daseethe cost of using carbon sources reused
as the raw glycerin, for example. Due to the gregdortance of biotechnology rhamnolipids,
this study aimed to investigate the production lkeimnolipids in two strains of Pseudomonas
aeruginosa@CMICS106 and109) in Saline Mineral Medium (MSM) using glycerol asarbon
source commercial (GC) and glycerin Crude (GB) 28 analyze the gene expression strains at
the time of production. It was observed that MSMGB 2% strainCCMICS 106and 109
produced 2.87 g/ L and 2.31 g / L respectivelyeatly in the MSM 2% GC strains produced
2.47 g/ L and 3.96 g/ L. The biosurfactant pralby the strains showed good surface tension
reduction (26mN/m the 30 mN / m) and presented getability as temperature, salinity and
pressure. The production results demonstratedetsHility of using crude glycerol as substrate
and as an alternative source of carbon and of wst. @nalyzing gene expression observed that
in MSM2% GB strainCCMICS 106which showed a slightly higher production, alsowad
increased expression of the gene operon rhlAB wischesponsible for the production of
rhamnolipids. Already in MSM2% GC straldCMICS 109 showed a higher yield, but in this
production medium rhlAB gene expression were loviedjcating that the expression of this
gene at least MSM2% GC is sufficient to produceeatpr amount of rhamnolipids.

Key Words: Biosurfactants, RhamnolipidBseudomonasslycerin, Gene expression.



1. INTRODUCAO

Os tensoativos ou surfactantes sdo moléculas tuidss por grupos hidrofilicos e
hidrofobicos que agem nas interfaces de liquidoggmo em superficies solidas modificando
as tensdes superficial e interfacial, adquirindeedias propriedades com aplicacOes
industriais, tais como detergéncia, emulsificag@ibilizacdo, umectabilidade, espumantes,
atividade antimicrobiana, dentre outras. Introdogicha civilizacdo pelos fenicios, eram
produzidos a partir de gorduras animal e vegetahds posteriormente sintetizados
quimicamente. Mais recentemente, por razdes legaide competicdo comercial, 0s
fabricantes foram obrigados a introduzirem composhais biodegradaveis para reduzir o
impacto ambiental.

A producédo de surfactantes ou tensoativos por Ruiganismos apresenta diversas
vantagens sobre o0s tensosativos sintéticos encylartipela sustentabilidade e por gerar
novas possibilidades de aplicacdo industrial. Rendissas vantagens destacam-se a
biodegradabilidade, baixa toxicidade e por serevdymidos a partir de substratos renovaveis,
permitindo a utilizacdo de residuos e co-produtss afjroindustrias e de biocombustiveis. O
uso dos biossurfactantes nas industrias tem siditaio devido aos custos elevados de
producdo e recuperacdo em comparagao aos sintgi@mesn as suas propriedades quimicas,
fisico-quimicas e bioldgicas tem despertado a ateme empresarios e pesquisadores haja
visto volumes substanciais de publicacdes sobresondo. A tendéncia de substituicdo dos
surfactantes sintéticos pelos naturais é motivata pecessidade da diminuicdo de produtos
de dificil biodegradabilidade por substancias mespecificas e menos agressivas ao
ambiente.

Os biossurfactantes séo classificados em glic@gddlipopeptideos e lipoproteinas,
biossurfactantes poliméricos, fosfolipideos e &igmxos. Dentre os glicolipideos, os mais
estudados sdo os raminolipideos produzidos pogétastdo génerdseudomonasOutro
aspecto que merece destaque para a producao derfactantes esta associado aos avancos
nas técnicas de biologia molecular que permitentuafeestudos genéticos de triagem e
selecdo de micro-organismos melhores produtoresesasompostos. Técnicas moleculares
comoReal-TimePCR (RT-gPCR) possibilitam ainda estudar os genes, ceamger melhor
0S mecanismos metabdlicos envolvidos na sua ewessegulacdo, de modo a permitir
otimizar a producéo desse importante composto.

Finalmente, este trabalho envolve o desenvolvimate um método rapido de

triagem de cepas dseudomonagrodutoras de raminolipideos, selecdo de melhores



produtores empregando a glicerina bruta como fdetearbono e avaliacdo de técnicas de
RT-gPCR, para a identificacdo dos genes produttegaminolipideos, e da quantificacdo de
sua expressao. Dessa forma espera-se entenderr raetbgulacdo dos genes responsaveis
pela producdo de raminolipideos de modo a podetribaim no futuro para aplicar esse

conhecimento no aumento do rendimento deste biafwamn nivel de producgéo industrial.



2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar cepas dé’°seudomonas aeruginogamodutoras de raminolipideos utilizando
glicerina bruta e comercial e a bioprospecgdo deegesnvolvidos na producédo desse

composto.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Analisar a viabilidade da producdo de biossurfaetgoor duas cepas d&seudomonas

aeruginosagm meio de cultura suplementado com glicerinaabgutomercial;
» Analisar o raminolipideo produzido através do estia tensdo superficial e estabilidade;

» [Estudar os genes relacionados com a producdo deatgideo (rhll, rhlAB, rhiC) nas

cepas bacterianas produtoras de biossurfactantes;

* Quantificar a expresséo de genes que esta reladauen a producdo de raminolipideos,

e avaliar se a maior expressao esta relacionadacoaior producao.



3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Surfactantes

Os surfactantes sdo moléculas anfipaticas cortdgudle uma porcao hidrofobica e
uma porcao hidrofilica. A porcdo apolar € frequerete uma cadeia hidrocarbonada
enquanto a porcdo polar pode ser i6nica (anibniczationica), ndo-ibnica ou anfotérica
(NITSCHKE e PASTORE 2002). Estes compostos cam®stit uma importante classe de
produtos quimicos largamente utilizados na indaistntoderna, com aplicacdo na industria
farmacéutica, cosmeética, petroquimica e alimentioie vez que atuam como dispersantes
e/ou solubilizantes de compostos organicos, quesaptam baixa solubilidade em agua. Sao
compostos capazes de reduzir a tensao superficigdréacial entre liquidos, soélidos e gases,
e por isso permitem misturar ou dispersar imediataencomo emulsdes em agua (BANAT et
al.,, 2000 apud STRELEC, 2006). As tensbes suparfie interfacial referem-se ao
posicionamento das moléculas nas interfaces adbge liquido/liquido respectivamente,
com uma orientacao especifica também conhecida ealsarcdo (MONTEIRO, 2007).

A eficacia do surfactante é determinada atravésagi@cidade de reduzir a tensao
interfacial e superficial. A tensao interfacial énadida da energia livre existente entre duas
fases, ja a tenséo superficial € a medida de enévge da superficie por unidade de area,
necessdria para trazer uma molécula do interidigiido para a superficie (MULLIGAN,
2005). Essa eficacia pode ser medida através dee@tvacdo Micelar Critica (CMC), que é
definida como a minima concentracdo de surfactemte propriedades tensoativas onde, a
partir dessa concentracao, inicia-se a formacamidelas, que conferira as propriedades de

detergéncia e solubilizacdo ao composto tratadqu(&iOl).

T Micela
b Surfactantdhe
& | &
? B ¢ & . Solubllidade
AT »
] © o
o
_I
.
-
Fropriedade >
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4
L
-
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L""'l..
s | @530 Int@rfacial
Concentracio do Tensoativo

Figura 01. Diagrama esquematico da variagdo da tensdo stipkrinterfacial e solubilidade do
composto organico com a concentracédo do tenso&ibrde: Adaptada de Monteiro 2007.



Em concentragbes acima da CMC, o tensoativo atan@esolubilidade de compostos
organicos em agua (i.e., 0 composto organico é&pacado no interior da micela); contudo,
as tensoes superficial e a interfacial da soluggimanecem constantes. Esse parametro indica
se o surfactanté um bom redutor de tenséo superficial, e quantoomé o valor de CMC,
maior a eficiéncia do biossurfactante (MONTEIROQZ0DESAI E BANAT, 1997).

Os indicadores mais largamente utilizados para meeditividade surfactante sao os
parametros de tensdo superficial, tenséo inteffaceaconcentracdo micelar critica (CMC).

Geralmente estes indicadores sédo utilizados paleana eficacia de um biossurfactante.

3.2 Biossurfactantes

Enquanto os surfactantes quimicos séo classificdd@cordo com a natureza de seu
grupo polar, os biossurfactantes sédo classificados base em sua natureza bioquimica. As
principais classes incluem: glicolipideos, fosfigos, lipopeptideos ou lipoproteinas
(PIROLLO, 2006).

Os biossurfactantes sédo sintetizados por uma ‘\eateedde micro-organismos,
apresentando diferentes estruturas quimicas e ipdaples surfactantes, fazendo com que
apresentem diferentes funcdes naturais com diseamlicacdes (BARBOSA et al., 2007).
Estas aplicacdes incluem formulacdes de farmacoeseéticos, produtos alimenticios e
agricolas. Grandes volumes desses compostos s@eritkry, em processos especiais de
recuperacdo de petroleo, recuperagcdo e protecdoeamn ambiente (THANOMSUB et al.,
2006 ; SAEKI et al, 2009) como também sao aplicatglotacdo para remocao de ions
metalicos toxicos (ZOUBOULIS et al., 2003). Além deportancia comercial e
biotecnoldgica, os micro-organismos produzem bidastantes com finalidades fisioldgicas,
permitindo que crescam em substratos hidrofobieisavés da diminuicdo da tensao
superficial, disponibilizando-os para o seu metsbm. Admite-se também que a producao
dos tensoativos esteja ligada a fatores de viridéaa formacéo de biofiime (STRELEC,
2006; BARBOSA, 2011).

Biossurfactantes influenciam a fisiologia microl@arem diversas atividades
metabolicas tais como a mobilidade e comunicacdalates, acesso aos nutrientes,
competicdo biologica e na patogénese em plantasmeas (PEIXOTO, 2008; BARBOSA,
2011).

A producao de biossurfactante pode ser induzidahmbocarbonetos ou substratos
insollveis em agua, poréem também podem ser proakizgartir de substratos solGveis em

agua, especialmente carboidratos. A producéo destnifactante por bactérias cultivadas em
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hidrocarbonetos esta associada a alta densidadiarcéd presenca de biossurfactantes no
ambiente desempenha um papel natural, aumentanddegsadacdo de compostos
hidrofobicos, uma vez que aumentam a area suprfias gotas de 6leo, permitindo o acesso
de mais bactérias ao substrato, otimizando, porsempnnte, a producdo de biomassa
bacteriana (TONINI et §12010) (Figura 02).
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Fig. 02: Imagem ilustrativa da agédo dos biossurfactantesesw petréleo. Fonte: Silva, 2011-
adaptado do site http://www.natureswaygreen.comgéhiediation.htm

Hidrocarbonetos e carboidratos estdo envolvidosimase das por¢cdes hidrofobicas e
hidrofilicas, respectivamente, das moléculas deshbidactante. As seguintes possibilidades
existem para a sintese das diferentes por¢des aasutas de biossurfactantes e seu acopla-
mento: a) as porc¢des hidrofébica e hidrofilica séetizadas de forma independente; b) a
porcao hidrofilica € sintetizada constitutivamesguanto a sintese da por¢cao hidrofobica é
induzida pelo substrato; c) a porcao hidrofébicsindetizada, enquanto a sintese da porcao
hidrofilica é dependente do substrato e, d) asénde ambas porc¢des hidrofébica e hidrofilica
€ dependente do substrato (PINTO et24lQ9).

Os biossurfactantes apresentam a capacidade deirredutensao superficial e
interfacial com baixa toxicidade, alta especificida biodegrabilidade (ANANDARAJ et al.,
2010). Possuem vantagens especiais sobre surictgntmicos, como biodegrabilidade,
baixa toxicidade, maior taxa de reducdo de tensperfcial, solubilidade em agua alcalina,
estabilidade térmica, estabilidade quanto a valesdeemos de pH, producdo a partir de
substratos renovaveis e ainda permitir que suatesdrseja modificada através da engenharia
genética ou por técnicas quimicas e bioquimicasSKRIC, 1992; COLLA et al., 2003;
VIEIRA et al., 2005). Outra importante propriedatiebiossurfactante é a sua capacidade de
apresentar atividade bioldgica como antimicribial®UKHERJEE et al., 2006 apud
SILVA, 2011).
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No entanto, os biossurfactantes apresentam degeastassociadas com a producao
em grande escala devido ao alto custo. Grandedidades sao particularmente necessarias
em aplicacbes nos métodos especiais de recupatagdetroleo e ambientes impactados por
hidrocarbonetos e derivados, tornando o0s biosdarfees ainda inacessiveis
economicamente. Para aperfeicoar a producdo nac@lile biossurfactante é fundamental
melhorar o rendimento e a produtividade dos prasgspie podem ser alcancados atraves de
selecdo apropriada das cepas microbianas, fornwlackequada do meio de -cultivo,
processos de producdo mais eficientes, uso deuossil co-produtos agroindustriais como
substratos, bem como melhoramento genético damipabiana. O uso de residuos e/ou co-
produtos de baixo valor como substratos além ddile@u os custos gerais, combate 0 seu
efeito poluente (KOSARIC, 1992; HABA et al., 20BANAT, 2000).

Os biossurfactantes podem ser liberados extracelatde no meio de cultura ou
aderidos a célula do micro-organismo (PINTO et24lQ9). A maioria é liberada no meio de
cultura durante o estado estacionario ou entadasede crescimento exponencial (RON e
ROSENBERG, 2001). Quando sdo excretados no meioulfi’o durante o crescimento
microbiano, auxiliam o transporte e translocacdo stéstratos insolUveis através da
membrana celular (BARBOSA et al.,, 2007). Alguns nmigrganismos mantém o0s
biossurfactantes associados a parede celular,itdadib a penetracdo das moléculas
hidrofébicas no espaco periplasmatico (KOCH et1&91).

Atualmente, muitos estudos tém sido realizados elac&o de micro-organismos
produtores de biossurfactantes para as industimasrdicias e petroquimicas, em especial, na
recuperacado de petréleo, de hidrocarbonetos dexsvaal petréleo, com vantagens em relacéo
aos surfactantes sintéticos sobre o uso em biodieg@o, na extracdo, na emulsificagdo de
Oleos e no transporte do 6leo bruto (BARBOSA et 2007). Na biorremediacdo os
biossurfactantes agem na solubilizacdo de hidroocatbs poluentes onde a sua solubilidade
em agua € baixa, dificultando a acdo de bactéegsadadoras de HPAs (Hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos). A primeira etapa para mgro-organismos degradarem esses
compostos consiste em obter melhor contato da fécipecelular com o Oleo e em seguida
transporta-los através da membrana celular (FigyalCAMEORTA & SINGH, 2009). A
aplicacdo de surfactantes pode aumentar a dispdade dos HAPs para o0s micro-
organismos degradadores, auxiliando na solubilzalgépoluente (RON & ROSENBERG,
2001). Nos métodos especiais de recuperacado délgmetutilizando micro-organismos
(MEOR) existem duas possiveis estratégias para aediossurfactantesx sitoe in situ.

Enquanto a MEORX sito envolve a prévia producéo de biossurfactantessate introduzi-
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los em um reservatério, na MEQR situ injeta-se micro-organismos ou estimulam aqueles
previamente existentes dentro do reservatério paraduzir o biossurfactante
(PORNSUNTHORNTAWEE et al., 2008).

Estudos estdo sendo direcionados para o deseneniionde tecnologias buscando
melhorar as linhagens e processos de producdodadeai vasta aplicabilidade dos
biossurfactantes (NITSCHKE e PASTORE, 2002). A kmliemostra um resumo das fungdes
e aplicacdes industriais dos biossurfactantes.

Tabela 1.Principais aplicacdes comerciais dos biossurfagsant

Funcdes Campos de aplicacdes
Emulsionantes e dispersantes Cosméticos, tintas, biorremediacgéo, 6leos, alimento
Solubilizantes Produtos farmacéuticos e de higiene.
Agentes molhantes e penetranteg Produtos farmacéuticos, téxteis e tintas.
Detergentes Produtos de limpeza, agricultura.
Agentes espumantes Produtos de higiene, cosméticos e flotagdo de momeér
Agentes espessantes Tintas e alimentos.
Sequestrantes de metais Mineracéao.
Formadores de vesiculas Cosmeéticos e sistemas de liberacdo de drogas.
Fator de crescimento microbiano Tratamento de residuos oleosos.
Demulsificantes Tratamento de residuos, recuperacao de petréleo.
Redutor de viscosidade Transporte em tubulacdes, oleodutos.
Dispersantes Mistura carvao-agua, calcareo-agua.
Fungicidas Controle biolégico de fitopatdgenos.
Agentes de recuperacao Recuperacao terciaria de petroleo (MEOR).

Fonte: Nitschke & Pastore, 2002.

Na industria de detergentes, apesar das variasamdisponiveis no mercado serem
consideradas biodegradaveis e amparadas pelalgpsém vigor, sabe-se que na verdade os
componentes ativos sdo tensoativos obtidos paguildica e ndo bioquimica, ou seja, o que
houve foi apenas mudanca do principal componeive alquilbenzeno sulfonato de sédio de
cadeia ramificada pelo de cadeia linear o que teféilitou a degradacdo da molécula por
micro-organismos, mas nao tanto quanto comparadm @3 surfactantes naturais
(BARBOSA, 2011).

Estudos mostram que biossurfactantes raminolipidéosotimos na degradacédo de
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HAPs), eaatb aumentar a solubilidade de 0,7
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mg/L * para 35 mg/l’ de compostos como o fenantreno, o que resuitaim aumento
significativo da biodegradacgéo de HPAs (JACQUES& .e2007).

Vale ressaltar que os raminolipideos, surfactamestencentes a classe dos
glicolipideos produzidos principalmente poPseudomonas aerugingsasado 0s
biossurfactantes mais estudados (TULEVA et al.,2200A seguir sdo descritos aspectos
metabolicos e genéticos de raminolipideos prodszidePseudomonas.

3.3 Raminolipideos

Raminolipideos séo glicolipideos produzidos duraatefase estacionaria do
crescimento d®seudomonas aeruginodaEAO, 2009), sendo considerado como a classe de
biotensoativos mais promissores em termos de paodugdustrial, pois apresentam
caracteristicas fisico-quimicas e biologicas diatire podem ser obtidos em concentracdes
superiores aos outros biossurfactantes, o queiltonpara a difusdo do uso destas moléculas,
especialmente em situacdes onde o beneficio daagfb supera o custo da producéo
(COSTA, 2010).

Os raminolipideos séo capazes de reduzir a tengéofial da agua de 72 mN/m
para 25 a 30 mN/m e tensdao interfacial 6leo/agud3denN/m para valores menores que 1
mN/m, apresentando concentracdo micelar criticaQLle 10 -200 mg/L (MONTEIRO,
2007). A reducéo da tenséo interfacial que octardo em solugbes aquosas quanto em
misturas de hidrocarbonetos, € gerada devido aafghon de micelas que permite que o0s
hidrocarbonetos possam se solubilizar em agua gua @os hidrocarbonetos (BARBOSA,
2011). Na industria de petroleo o biossurfactamiguz a tensédo interfacial dentro dos
reservatorios, mobilizando o 6leo que fica retids poros das rochas devido ao aumento do
namero de capilares, com isso o biossurfactantditdae sua remocdo. Sendo assim, o
biossurfactante contribui positivamente para meaharrecuperacdo de petroleo reduzindo a
tensado interfacial e também alterando a molhaliédda rocha, para que a agua possa
deslocar mais 6leo dentro do capilar da rede (RANMERIA, 2008).

Segundo Santana Filho (2009) um dos fatores qukiemfia diretamente a
produtividade de raminolipideos é a relacdo carboimogénio (C/N), entretanto, nao
existem muitos estudos envolvendo esta variavdbr¥s de relacdo C/N de 18 (GUERRA-
SANTOS et al., 1984), 10 (ABOUSEOUD et al., 2008), (RAZA et al., 2007) e 55
(MONTEIRO, 2007) séo reportados na literatura. Egaade variagdo pode ser resultado de
diversos fatores, como da cepa e aeruginosautilizada, tipo de fonte de carbono e

nitrogénio. Alguns autores demonstram haver uneatidade entre aumento da relacdo C/N
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e producdo de raminolipideos, enquanto outros citaxisténcia de uma relacao inversa, ou
seja, um aumento da produtividade de raminolipidema a diminuicdo da relagdo C/N
(GUERRA-SANTOS et al., 1984; ARINO et al., 199@}studo feito por Mulligan & Gibbs
(1989 apud BARBOSA, 2011), correlacionou a produd@eaminolipideo poPseudomonas
aeruginosae a atividade das enzimas envolvidas no metabolidennitrogénio, utilizando
fontes organicas e inorganicas desde elementoesdftados demostraram que a producéo de
raminolipideo € ativada sob condi¢cGes de limitagd@amitrogénio. Segundo Guerra-Santos e
colaboradores (1984) as fontes inorganicas degéitio (sulfato de amonio e nitratos) sao as
mais utilizadas, por serem reportadas como mellyuresas fontes organicas como extrato de
levedura (GUERRA-SANTOS et al., 1984)Maneerat (2005), também relatou que a
producdo de biossurfactante geralmente ocorre guaninte de nitrogénio é esgotada no
meio de cultura, durante a fase estacionaria dgeionento celular. As condi¢des limitantes de
nitrogénio provoca o declinio das atividades esipasi de NAD e isocitrato desidrogenase
NADP dependente que catalisa a oxidagdo de isticifr&-oxoglutarato no ciclo do acido
citrico. Com a reducéo da atividade desta enzirarr® acumulo de isocitrato levando ao
acumulo de citrato no mesossomo. Citrato e isdoigdo entdo transportados para o citosol,
onde o citrato € eliminado pela enzima citrato asiet formando acetil-CoA que é o
processador da sintese de &cidos graxos e, poreaptoducdo de biossurfactante aumenta
(OKOLIEGBE & AGARRY, 2012).

Entretanto mesmo sendo um fator limitante para @yeoducdo de raminolipideo
ocorra, a fonte de nitrogénio € essencial paratassd de proteinas estruturais e enzimas, e,
portanto, fundamental para o crescimento celularneanutencdo da maquinaria enzimatica
(MONTEIRO, 2007 apud SANTOS, 2003).

3.3.1 Estrutura e Sintese do Raminolipideo

Os raminolipideos apresentam em sua estrutura untu@s moléculas de raminose
ligadas a moléculas de acido R hidroxidecandicos ddas principais moléculas de
raminolipideos produzidas pd?. aeruginosasdo raminosil - 3 - hidroxidecanoil - 3 —
hidroxidecanoato (mono-raminolipideo) (Figura 03 e)raminosil - raminosil - 3 -
hidroxidecanoil - R — hidroxidecanoato (di-ramipdtieo) (Figura 03 b) (LEAO, 2009 ;
MULLIGAN, 2005).
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Fig. 03 Estruturas das moléculas de mono-raminolipid¢a (di-raminolipideo (b) produzidas por
Pseudomonas aeruginofdulligan, 2005).

Os raminolipideos foram descritos pela primeira, yex Bergstrom e colaboradores
(1946), em seguida Jarvis e Johnson, 1949, desarev@composto e, em 1963, foi proposta,
pela primeira vez uma via biossintética para séntkessraminolipideos (CHAt al., 2008 apud
PEIXOTO, 2008) (Fig. 04). Os primeiros genes asstms a biossintese de raminolipideos
foram caracterizados nos anos de 90 (OCHSNIERI., 1994a ; OCHSNER al., 1994b ;
OCHSNER e REISER, 1995), porém sé6 foi obtido o gmadompleto desses genes
recentemente (CAMPOS-GARCIA et al., 1998; RAHIMakt 2001; DEZIEL et al., 2003).

A sintese destes compostos envolve reacdes dden@msa sequencial de grupos
raminosil, cada uma catalisada por uma raminosinsfierase especifica. Mono-
raminolipideos séo sintetizados pela acdo de ragihitransferase 1 (Rt 1), com a desoxi-
timidina-difosfo-L-raminose agindo como doador @enimosil e 3 - hidroxidecanoil - 3 —
hidroxidecanoato agindo como receptor. Ja os dnimalipideos sao sintetizados pela
raminosil transferase 2 (Rt 2) a partir de desiomidina-difosfo-L-raminose agindo como
doador e mono-raminolipideos como receptores (LERGQ9). A expressdo dos genes
envolvidos com a producdo de mono e di-raminolipédé coordenadamente regulada em
nivel transcricional, envolvendo dois sistentaorum sensingsendo eles das e o rhl
(MAIER e CHAVES, 2000). Estes sistemas estdo ligagtos de maneira hierarquica, e o
sistemaas controla o sistemehl em ambos os niveis: transcricional e traducioneS@! et
al., 1997).
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O quorum sensing® a resposta presente em uma ampla gama de asct@nde é
caracterizado pela produgcdo de compostos difusiug@ndutores, que, em altas densidades
bacterianas, interagem e ativam reguladores dasciigho. Em P. aeruginosadois
autoindutores que medeiam reguladores transcrisid@an sido descrito, que sdao N — (3-
oxododecanoil) homoserina lactona (30-C12-HSL) ai+Pe N-butiril-homoserina lactona
(C4-HSL) ou PAI-2. O sistembas consiste de um regulador de transcricdo, LasRjae s
molécula sinalizadora, N-(3-oxododecanoil) homasetactona (30-C12-HSL), sintetizada
por uma acil homoserina lactona (AHL sintase), focalila pelo gene lasl (PEARSON et al.,
1994). O sistema LasRI regula a expressédo da stak&sA, elastase LasB, exotoxina A e
protease alcalina (MAIER e CHAVES, 2000).

O sistemarhl localizado logo apés os genddAB, é composto pelos genésiR e
rhll. RhIR pertence a familia de proteinas que furamo como ativadores transcricionais e
que é ativada por N-butiril-homoserina lactonadpmido por Rhll, uma sintetase de
autoindutor (Figura 02). Este autoindutor promavativacdo de RhIR , que ira ativar a
expressao denlAB. Os geneshlA erhIB sao transcritos juntos a partir de um promot@ qu
antecederhlA, assim, constituem operon que codifica uma rasiinansferase (Rtl)
necessaria para a producdo de mono-raminolipi@®dR. ativado também pode ser capaz de
ativar a transcricdo dpoS (gene que codifica a RNA polimerase fator sigmayplvidos na
expressdo de genes da fase estacionaria do cresziinacteriano). O RhIR depende da
resposta doquorum sensing inclusive para a producdo de raminolipideo, orale
principalmente expresso em condi¢cdes de limitagiesiutrientes (MAIER e CHAVES,
2000; PEARSON et al., 1994; OCHSNER et al., 199PRELEC, 2006). Estudos mostram
que a presenca de RhIR e N-butiril-homoserina tec{@4-HSL) € um condi¢cdo necessaéria
para a expressao do operbhAB, porém ha uma elemento regulador que impedeeessao
desse operon durante a fase exponencial de cregoinp@dendo o0 mesmo estar relacionado

com o estado nutricional dBseudomonas aerugino§elEDINA et al., 2003).
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Fig.04: Modelo da regulacdo da producdo de raminolipidemsP. aeruginosa Fonte:
Ochsner and Reiser, 1995.

O generhIC codifica a raminosil transferase 2 que esta emdalna producéao do di-
raminolipideo, que € produzido a partir do moaminolipideo. Este gene esta organizado
em um operon com outro gene denominado PA1131.mlgips mono-raminolipideos
produzidos séo secretados diretamente da célujaaato uma parte dele é transformado pelo
C em di-raminolipideo pela transferéncia de umagmraminosil, usando desoxi-timidina-
difosfo-L-raminose (TDP-I-raminose) como doador. rido e di-raminolipideo séo
sintetizados na face citoplasméatica da membraeaniatantes de serem transportados para o
meio extracelular (RAHIM et al., 2001).

3.4 GéneroPseudomonas

O género Pseudomonascompreende um taxon de organismos muito versateis
metabolicamente, capazes de utilizar uma grandedaate de compostos organicos simples
ou complexos. Consequentemente, eles estao digivdbpor solos e agua, sendo importantes
como patogenos de plantas, animais e humanos, lgoimas cepas relacionadas a promocao
de crescimento de plantas e biocontrole de fitqmato (ZAGO et al., 2000).

As espécies do génei@seudomonasao bastonetes Gram negativos, de tamanho
médio com aproximadamente 1,5-5,0 x 0,5-fi. S&o aerdbias, oxidativas, oxidase e
catalase positivas, sendo a maioria movel, atrdgasn ou varios flagelos polares (GOMES,

2008). A Pseudomonas aeruginosa uma bactéria aerObia que deriva sua energia de
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processos oxidativos de carboidratos ao invés deef#td-los. Pode crescer em meios de
cultura contendo somente acetato como fonte dewarb sulfato de amonio como fonte de
nitrogénio. Além disso, embora sendo um aerobia, gbde crescer anaerobicamente
utilizando o nitrato como receptor final de elég@¢SIQUEIRA, 2002).

P. aeruginosacomumente habita o solo, agua e vegetais, e fde pgar microbiota
normal do ser humano, podendo ser encontrada Ba geaiganta e nas fezes de individuos
sadios. Esta espécie tem recebido atencao pel#fiei@a com que esta relacionada a doencas
em pacientes com comprometimento imunolégico, aemim@do de procedimentos invasivos,
gueimaduras e feridas operatérias, que se tornata @@ entrada para esta espécie (MATA e
ABEGG, 2007).

Produz diversos fatores de viruléncia, como a exadp exoenzimas, piocianina,
raminolipideo e lipopolissacarideo, que sdo oscypa@is determinantes de viruléncia na
infecg@o aguda. Na infecgao cronia,aeruginosgormam biofilmes que, em muitos casos,
aumentam drasticamente a resisténcia bacterianatrat@mentos com antibidticos e
aumentam a resposta imune do hospedeiro (DONG e0aiB).

A resisténcia a diferentes antimicrobianos pode is@ninseca, devido a baixa
permeabilidade de sua membrana e a capacidadermarfdiofiime, ou adquirida pela
associagao, no solo, com micro-organismos naturdaey@odutores de antibioticos. Devido a
sua presenca em uma multiplicidade de ambienteke parrear plasmidios e genes que |lhe
conferem multi-resisténcia. Por tal razdo, se comsm um dos paradigmas da resisténcia
bacteriana, pois € uma bactéria para a qual facter@odem confluir todos os mecanismos de
resisténcia (MAIA et al., 2009).

Além da caracteristica intrinseca de apresentaxobaivel de sensibilidade aos
antimicrobianos, diversos mecanismos de resisténém sido identificados enP.
aeruginosa como hiper-expressado de bombas de efluxo, proddef-lactamases, perda ou
expressdo reduzida de proteinas de membrana exetendreqientemente, isoladosRle
aeruginosaapresentam um amplo espectro de resisténcia, godem resistentes a diferentes
classes de agentes antimicrobianos, inclusive @ooéfalosporinas de terceira e quarta
geracoes e carbapenémicos (como imipenem e merp€REENTEFRIA et al.2008).

No ambiente os papéis desempenhado$’peudomonasicluem a biodegradagéo de
compostos naturais e xenobibticos, promotores decinento de plantas, patégenos de
plantas (PEIXOTO, 2008), e biorremediacdo de amgaactadas com Oleo cru, que utiliza
micro-organismos capazes de reduzir ou eliminatacoimantes. Entretanto, a técnica de

biorremediagdo em solos contaminados com 6leoafra Bmitagéo devido ao baixo nivel de
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disponibilidade dos hidrocarbonetos (baixa soldadie em agua, alta fixacdo sobre a matriz
do solo e pouca transferéncia dos poluentes aldesnda fase sélida para a fase aquosa).
Dessa forma, a utilizacdo de um biossurfactante poidimizar estes problemas e aumentar
os indices de biodegradacéo de 6leo cru (MILLIOLSANTOS, 2003).

O géneroPseudomonag capaz de utilizar diferentes substratos, comoergl,
manitol, frutose, glicose, n-parafinas, e 6leosetag, para produzir biossurfactantes do tipo
raminolipideo (ABOUSEOUL2t al.,2008).Entretanto, a producéao de raminolipideo aumenta
em condicdes de estresse, como a privacdo dentatrie exaustao de nitrogénio, mesmo em
baixa densidade celular (REIS et al., 2011).

Pseudomonas aeruginosgroduz raminolipideos, que apresentam notaveis
caracteristicas quimicas e fisicas, fazendo conegigs compostos sejam alvos atraentes para
cientistas e empresarios. A regulacdo da biossimtesaminolipideos envolve um complexo
de genes que tem sido objeto de um numero cresgergstudos, e mesmo assim, representa
um desafio para a sua producdo industrial. Os datoegulatérios incluem proteinas do
sistema de sensoriamento populacional (do ingjésrum sensing -QS) e respostas
ambientais, e sistemas globais de regulacdo ddetfesiologia bacteriana basal, agindo em
nivel transcricional ou poés-trasncricional (REISaét 2011). Bactérias usam o QS para
regular uma série de feno6tipos como formacgéo diirbas, bioluminescéncia, producéo de
antibioticos e expressao de fatores de virulér@msMILLI & BASSLER, 2006).

O sucesso da producéo de raminolipideo dependep#s com boa produtividade e
da necessidade de substratos de baixo custo. &olsstiternativos tém sido sugeridos para
producdo de biossurfactante, barateando o cusperéegoando o processo tecnolégico de
producdo (HABA et al., 2000).

3.5 Glicerina Bruta

A utilizacdo de biodiesel como combustivel ja € umalidade em nivel mundial,
sendo um mercado em crescimento devido a sua looigiD a0 meio ambiente, com a
reducdo qualitativa e quantitativa dos niveis d&ip&o ambiental, principalmente nos
grandes centros urbanos, e como fonte de enemgi@aeel em substituicdo ao 6leo diesel e
outros derivados do petrdleo (DELATORRE et al., D010s bicombustiveis, como o
biodiesel, representam uma alternativa renovaashkientalmente segura, podendo o Brasil
tornar-se a0 mesmo tempo o maior produtor e cortkumundial de biodiesel, uma vez que
possui grande disponibilidade de matéria-prima giesa e um crescimento continuo na

indUstria de Oleos vegetais e do etanol (SILVA let 2009). Porém o crescimento da
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producao de biodiesel tem gerado um grande excedenglicerina, originando um enorme
problema ambiental. Em geral, 10% da massa do twadiu reacdo de transesterificacdo é
representada pela glicerina bruta que apresentar@n@s como: agua, metanol e material
organico nao-glicerol, o que lhe confere um baiatov comercial (CUBAS et al., 2010).
Conforme dados da ANP, no ano de 2010 a quantidadbiodiesel produzida em todo
territorio brasileiro foi de 2.397.272°menquanto que somente no estado do Rio Grande do
Sul foram produzidos cerca de 605,998.nConsiderando que cerca de 10% do biodiesel
produzido corresponde a glicerina, quantidadescepreis de glicerina residual sdo geradas
(LADEIRA et al., 2011), com isso torna-se necessarbusca por estratégias biotecnolégicas
para o reaproveitamento da glicerina bruta comjetiob de gerar produtos de maior valor
agregado.

A glicerina € considerada uma fonte de carbonongitae reduzida e assimilavel por
bactérias e leveduras sob condi¢des aerdbicaseethizas, sendo um dos poucos substratos
capazes de atravessar a membrana celular por alifasditada nas células procaridticas
(DILLIS et al., 1980; GANCEDO et al., 1968). A ughc¢ao da glicerina bruta na producéo de
biossurfactante raminolipideo tende a contribumpaducdo do custo na sua producdo uma
vez que, devido ao aumento da producéo de biodgseco da glicerina tem diminuido cada
vez mais, além disso, € uma alternativa interesgaaria reduzir o excedente cada vez maior
de glicerina, que de outra forma poderia causaaatgpsobre o meio ambiente, pois segundo
Chavez (2008) grande quantidade de efluentes aimtglicerol € descartado no meio

ambiente sem nenhum tratamento, aumentando asgmldema e riscos ambientais.

3.6 Aspectos econdmicos

A economia é frequentemente o gargalo dos procéss@Esnologicos, especialmente
para a producéo de biossurfactantes. O sucegsmdacdo depende do desenvolvimento de
processos mais baratos e do uso de materiais negisv& de baixo custo que resulta numa
reducao de 10-30% do custo total (PIROLLO, 2006).

Os beneficios econémicos e estratégicos estaoiaedmns com a descoberta de
micro-organismos potencialmente exploraveis nosgqs®os biotecnologicos para producao
de: novos antibidticos e agentes terapéuticos;i@iobs; produtos quimicos; enzimas e
polimeros para aplicacbes industriais e tecnol8gichiorremediacdo de poluentes;
biolixiviacdo e recuperacao de minério (CANHOS e MAO, 2002 apud PEIXOTO, 2008).
Além destes processos biotecnologicos podemosiiredmo produto o biossurfactante, que

pode ser produzido utilizando procedimentos e safost relativamente baratos e simples,
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assim a otimizacdo do meio de cultivo e do processwo um todo € a chave da viabilidade
econdmica para a producdo de biossurfactantes (O0@BAt al., 2003 apud STRELEC,

2006). Durante as ultimas décadas, o interessesydactante de origem bioldgica tem
crescido 0 que acarretou no aumento das pesquisg@soeluzir biossurfactantes a um custo
compativel, quando comparado aos surfactantesaderise produtos petroquimicos (HEYD
et al., 2008).

A vantagem mais importante dos biossurfactantesndm comparados aos sintéticos,
€ gque sao ecologicamente mais aceitos, devido daxa toxicidade e biodegrabilidade na
natureza (DELEU et al., 2004 apud PEIXOTO, 200&nde tdo eficientes quanto os
surfactantes quimicos e, para certas aplicacdes, godem ter inUmeras vantagens,
justamente por apresentarem grande diversidadeigguérde propriedades, baixa toxicidade,
maior biodegrabilidade, melhor compatibilidade agnbal, maior seletividade, atividade sob
condi¢des extremas de pH e salinidade, e podemsirgetizados a partir de matérias-primas
renovaveis (DESAI e BANAT, 1997).

3.7 Real Time PCR

O estudo da expressao génica através do PCR emo tealptem sido cada vez mais
difundido na comunidade cientifica em virtude datipidade e por levar a uma avaliagdo
mais precisa do perfil de mudanca na expressaoomeemto em que esta sendo executado. A
analise da expressdo génica tém sido importante pemitorar respostas biologicas a
diversos estimulos, assim como para quantificar determinado gene importante na
producdo de uma determinada molécula.

A capacidade de medir simultaneamente a expressgerntes € um sistema analitico
poderoso, e a disponibilidade de novas tecnolqupas esse fim tem fornecido muitas novas
estratégias de estudo da resposta génica (STOD).20

A andlise da expressao génica inclui a quantificgigécisa de RNAmM sendo expresso
em diferentes situagbes, como estresses por tem@eradiferentes estagios de
desenvolvimento, diferentes células ou tecidosuilgs técnicas sao utilizadas para estimar a
quantidade de RNAm, como “Northern blotting” , RPRibonuclease Protection Assay”),
PCR em Tempo Real (RT gPCR), e Microarranjos (SEAIEt al., 1995; SUZUKI et al.,
2000 apud STOLF, 2007). Dois desses métodos desenvelyidm mensurar 0s transcritos
sao frequentemente aplicados. A técnica de mi@oms permite a analise em paralelo de
milhares de genes em duas populacdes de RNA mar¢caAHENA et al., 1995), enquanto

o0 PCR em Tempo Real fornece a mensuracédo simultneapressédo génica em diferentes
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amostras para um numero limitado de genes, e €iabpente desejavel quando apenas um
pequeno namero de células esta disponivel (HEIB.et1996; ALMEIDA et al., 2010).
Ambas as técnicas tém a vantagem da velocidade @talgrau de automacdo potencial
quando comparadas a métodos tradicionais de qigagéib, como as andlises de Northern
blot e Ensaio de Protecéo de Ribonuclease (RPAMBDA et al., 2010).

O PCR em tempo real é a técnica mais utilizadessppomais precisa mais rapida e de
baixo custo (BUSTIN, 2000). Este tem se tornado m@todo padrdo para mensurar e
verificar mudancas na expressao génica atravésvala@io da quantidade de mRNA.
Diferentemente do PCR original a técnica de PCRampo real apresenta como principal
importancia determinar de forma rapida e exata aglamcas de expressdo génica
(ALMEIDA, 2009). A técnica amplifica uma sequéneil@o especifica em uma amostra, em
seguida, monitora o progresso de amplificacdo wsantécnologia fluorescente. Durante a
amplificacéo, a rapidez com que o sinal fluoreseainge um limite se correlaciona com a
quantidade de sequéncia alvo original, permitinsikina a quantificacdo (VALASEK et al.,
2005). Os sinais de fluorescéncia medem os prochlitidos a partir de Real Time-PCR
durante a reacdo em que o numero de ciclo @©ycle thresholfisignifica o ponto no tempo
onde a reagdo cruza o limiar de deteccHurgshold— nivel de fluorescéncia). Assim, a
reacdo é detectada durante a fase exponencialao QT € proporcional ao logaritmo da
concentracdo alvo na medida (NOVAIS et al., 2004).

O Sistema SYBR' Green emite grande quantidade de sinal fluores@mintercalar
com DNA dupla-fita de maneira inespecifica, revetaqualquer dupla fita gerada na reacéao
de amplificag@o. O principio do método esta baseaddeteccdo de fluorescéncia no tubo de
reacdo a medida que DNA dupla fita é gerada, etadérda concentragdo do corante SYBR
Green entre as cadeias de DNA geradas. A emissdtualescéncia € proporcional ao
namero de fragmentos de amplificacdo e do tamaektes fragmentos em pares de bases.
Assim a florescéncia é detectada em tempo real.

No PCR em Tempo Real a quantificacdo do RNAmM éaamhada pelos métodos de
analises absoluta ou relativa (BUSTIN, 2000; 2082yantagem da quantificacao relativa é
que os resultados podem ser analisados peldigpensando o uso de curva padréo, o que
representa um menor gasto de reagentes.

O método de quantificacéo relativa tem sido usadss fnequentemente. Esse método
fornece comparacOes precisas entre diferentesrigatas em relacdo a expressao génica,
onde sdo comparados os @ cada amostra e os resultados representam ategnandeza,

como por exemplo, quantidade de transcrito comparama amostra com outra. Entretanto,
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os resultados dependem de uma normalizagdo pastarajas variagbes nas amostras
relacionadas a qualidade e quantidade do RNAmM @i§&d OLF, 2007), ou seja variacdes
experimentais, causadas por diferencas na quaatidadRNAmM extraido das amostras e
usado nas reagoes.

Geralmente, a normalizacéo é feita utilizando gesmnstitutivos, ou seja, que tem
expressao constante onde ndo sdo afetados pog@esdixperimentais entre as amostras em
estudo.

Genes “housekeeping” tem sido a melhor referéraia p normalizacédo da analise de
expressdo génica em RT-qPCR. A expressdo dos gaaedificam esses normalizadores é
medida em cada amostra experimental junto com e gko. Genes “housekeeping” tém sua
expressao estavel nas células, sendo expressosvers similares em diferentes tipos de
células e usados para normalizar as comparacOes difgrentes amostras. Entretanto, a
expressao de genes “housekeeping” pode variareg@os, em diferentes tipos de células ou
devido a condi¢gbes experimentais (BUSTIN, 2000).

A técnica do PCR em Tempo Real € uma ferramentarpsd para quantificar acidos
nucléicos, pois permite a sua quantificacdo a mpedi quantidades minimas (HEID et al.
1996), além disso é uma técnica precisa, rapakakmixo custo (BUSTIN, 2000), tornando-
a vantajosa para quantificacdo. Sendo assim, a apsitera vir a ser utilizada como um
método de triagem para identificar bactérias prachst de biossurfactante, pois a partir da
expressdo do gene responsavel pela producdo dedéxula sera possivel identificar

bactérias produtoras.
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4. RESULTADOS

Os artigos a seguir, sao resultados do preserballica e estdo em processo de
finalizacdo (traducéo para o inglés e adequacamwisas das revistas para as quais deverao

ser enviados para submeter a publicacéo).
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Producéo de biossurfactante utilizando glicerina huta, uma alternativa biotecnoldgica
sustentavel.

Resumo

Os biossurfactantes tém sido objeto de estudo eensdis areas da biotecnologia, uma
vez que estes apresentam propriedades bioldgitiag\egis a varias industrias, tais como, a
farmacéutica, de petréleo, de cosméticos e de mlovgalém de serem menos toxicos e mais
facilmente biodegradaveis, apresentam maior resist&s variacdes de temperatura, pH e a
condi¢cdes de elevada salinidade quando comparadosuafactantes sintéticos. Podem ser
classificados em glicolipideos, lipopeptideos @pipteinas, biossurfactantes poliméricos,
fosfolipideos e acidos graxos; dentre os glicoBpg] os mais estudados sédo o0s
raminolipideos produzidos por bactérias do géRseudomonadJma das alternativas para a
melhoria do processo de producdo em larga esaddaaseeducéo do custo, utilizando fontes
de carbono reaproveitadas, como a glicerina bpaagxemplo. A glicerina bruta € um co-
produto da fabricacdo de biocombustiveis, cujo @réde mercado baixa a cada dia. O
reaproveitamento da glicerina pode diminuir impsaategativos sobre o meio ambiente. A
possibilidade da utilizacéo de glicerina é de geainteresse e pode ser testada como fonte de
carbono alternativa para o crescimento de linhagen®seudomongspara aumentar a
producdo e baratear o custo de raminolipideos.eN&abalho foi realizado o teste de
producdo em duas linhagensRegeudomonas aerugino@CMICS 106 eCCMICS 109. A
producao foi realizada em Meio Salino Mineral (MS#a fonte de carbono utilizada foi
glicerina comercial (GC) e glicerina bruta (GB)%.2 A partir do cultivo livre de células foi
realizado o teste indireto de producéo pelo indeeemulsificacdo (E24) e o teste quantitativo
através do método orcinol - acido sulfarico. O rashipideo extraido foi visualizado em
cromatografia de papel, em placa de silica gelF@@am feitas também analises da tenséo
superficial e da estabilidade do biossurfactantelymido. Os resultados mostraram que na
linhagemCCMICS 106ndo houve diferenca significativa entre os memgrbducdo. Porém
na linhagenCCMICS 10%ouve uma maior producdo no MSM2%GC. No MSM 2% &3B
linhagensCCMICS 106e 109 produziram 2,87 g/L e 2,31 g/L respectivamentend®MSM
2% GC as linhagens produziram 2,47 g/L e 3,96 &/anélise cromatografica sugere que as
linhagens produzem um tipo de mono-raminolipideobi@ssurfactante produzido pelas
linhagens apresentou uma reducéo de 60,02mN/m (IZEBNGC-sem indculo) para 26mN/m
a 30mN/m, assim como apresentou uma boa estaldligaanto a temperatura, salinidade e
presséo. Os resultados da produgcdo demonstranbiidade da utilizagdo de glicerina bruta
como substrato eomo fonte alternativa de carbono de baixo custo.

Palavras Chaves Biossurfactantes, RaminolipideoBseudomonas Glicerina bruta,
Glicerina comercial.
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4.1.1. Introducao

Os surfactantes sdo moléculas anfipaticas cortdgudle uma porcao hidrofobica e
uma porc¢ao hidrofilica (NITSCHKE & PASTORE 2002hdtianto os surfactantes quimicos
sao classificados de acordo com a natureza de rega0 gpolar, os biossurfactantes séo
classificados com base em sua natureza bioquinfAsa.principais classes incluem:
glicolipideos, fosfolipideos, lipopeptideos ou fipateinas (PIROLLO, 2006).

Os biossurfactantes sdo sintetizados por uma ‘eaheedde micro-organismos,
principalmente por bactérias e arqueobactériascapazes de reduzir a tensdo superficial e
interfacial, e possuem vantagens importantes sobrsurfactantes quimicos como baixa
toxicidade, biodegrabilidade, solubilidade em aaglealina, estabilidade térmica, estabilidade
quanto a valores extremos de pH, producéo a piErsubstratos renovaveis e a capacidade de
modificacdo estrutural através da engenharia geneéti técnicas bioquimicas (COLLA et al.,
2003; BARBOSA et al., 2007; ANANDARAJ et al., 2010)

As desvantagens do raminolipideo estdo relacionadas a producdo em grande
escala e baixo custo, pois dependendo da aplicgimles quantidades sdo necessérias,
como por exemplo, em aplicacdes na exploracdo tlélge e biorremediacdo ambiental. O
aperfeicoamento da producdo microbiana de biosdarfee € de grande importancia para a
obtencéo de alto rendimento e produtividade dosgssos, que podem ser atingidos através
de uma formulacdo adequada do meio de cultivo,egsms de producdo mais eficientes, uso
de residuos agroindustriais como substratos, selegcdnelhoramento genético da cepa
microbiana. O uso de residuos como substratos @ééequilibrar os custos totais, combate o
seu efeito poluente (KOSARIC, 1992; BANAT, 2000; BiA et al., 2000).

Atualmente, muitos estudos tém sido realizados alac&o de micro-organismos
produtores de biossurfactantes para as industimasrdicias e petroquimicas, em especial, na
recuperacdo de 6leos, de hidrocarbonetos derivdolgeetroleo, com vantagens em relagéo
aos surfactantes sintéticos sobre o uso em biodiagé, na extracdo, na emulsificacdo de
Oleos e no transporte do 6leo bruto (BARBOSA et28107). Como também, estudos estéao
sendo direcionados para o desenvolvimento de tegiasl buscando melhorar as linhagens e
processos de producao, devido a vasta aplicabdidad biossurfactantes como, por exemplo:
solubilizantes de produtos farmacéuticos e de mggieemulsionantes e dispersantes em
cosmeéticos, tintas, 6leos e alimentos; como deatéegenos produtos de limpeza e na
agricultura; sequestrantes de metais em minerdgéonadores de vesiculas em cosméticos e

sistemas de liberacdo de drogas; redutor de vdadsi no transporte em tubulagdes,
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oleodutos; como fungicida no controle biologicofiiepatégenos e agentes de recuperacao
especial de petrdleo (NITSCHKE & PASTORE, 2002).

Vale ressaltar que os raminolipideos, surfactamestencentes a classe dos
glicolipideos produzidos poiPseudomonas aerugingsasdo 0s biossurfactantes mais
estudados (TULEVA et al.,, 2002), por ser considesadomo 0 biotensoativos mais
promissores em se tratando de producdo induspriés, apresentam caracteristicas fisico-
quimicas e biologicas distintas e podem ser obt@sconcentracdes superiores aos outros
biossurfactantes, o que contribui para a difusdasin destas moléculas, especialmente em
situacdes onde o beneficio da aplicacdo superastw ca producdo (COSTA, 2010). Os
raminolipideos sédo capazes de reduzir a tensaaofisigdeda dgua de 72 mN/m para 25 a 30
mN/m e tensao interfacial oleo/agua de 43 mN/m pe@res menores que 1 mN/m,
apresentando concentracdo micelar critica (CMC)0de€00 mg/L. A CMC é definida como
a minima concentracdo de surfactante com propresdéshsioativas onde, a partir dessa
concentracao, inicia-se a formacao de micelascqoterira as propriedades de detergéncia e
solubilizacdo ao composto (MONTEIRO, 2007; DESAB&NAT, 1997).

Os raminolipideos apresentam em sua estrutura untu@s moléculas de raminose
ligadas a moléculas de acido R hidroxidecandicos ddas principais moléculas de
raminolipideos produzidas pd?. aeruginosasdo raminosil - 3 - hidroxidecanoil - 3 —
hidroxidecanoato (mono-raminolipideo) (Figura 01 e&)raminosil - raminosil - 3 -
hidroxidecanoil - R — hidroxidecanoato (di-ramipédieo) (Figura 01 b) (LEAO, 2009;
MULLIGAN, 2005).

a) b)
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Figura 01. Estruturas das moléculas de mono-raminolipideo e(aji-raminolipideo (b)

produzidas poPseudomonas aeruginoflslulligan, 2005).

O géneroPseudomonag capaz de utilizar diferentes substratos, comaoergl,
manitol, frutose, glicose, n-parafinas, e 6leosetag, para produzir biossurfactantes do tipo
raminolipideo (ABOUSEOUD et al., 2008). Entretaatproducdo de raminolipideo aumenta
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em condicdes de estresse, como a privagéo dentatrie exaustao de nitrogénio, mesmo em
baixa densidade celular (REIS et al., 2011).

O sucesso da producao de raminolipideo dependendealia produtividade da cepa
microbiana e da necessidade de substratos de basto. Substratos alternativos tém sido
sugeridos para producéo de biossurfactante, baddea custo e aperfeicoando o processo
tecnoldgico de producdo (HABA et al., 2000). Aizéicdo da glicerina bruta na producao de
raminolipideo tende a contribuir para diminuicdo dosto na sua producdo, sendo
considerada uma fonte de carbono altamente reduzidasimilavel por bactérias, sendo
também um dos poucos substratos capazes de atmawessembrana celular por difusédo
facilitada nas células procariéticas (DILLIS et 4980; GANCEDO et al., 1968). Devido ao
aumento da producéo de biodiesel o preco da gieéeim diminuido cada vez mais, sendo o
seu uso na producdo de biossurfactante uma alternatportante para reduzir o excedente
cada vez maior de glicerina, que de outra formaepadcausar impacto sobre o meio
ambiente, pois segundo Chavez (2008) grande gaaletide efluentes contendo glicerol é
descartado no meio ambiente sem nenhum tratamamboentando assim os problemas e

riscos ambientais.

4.1.2. Materiais e Métodos

4.1.2.1 Micro-organismos

Para a producdo de raminolipideo foram testadas linldagens dd°seudomonas
aeruginosa(CCMICS 106e CCMICS 109 pertencentes a cole¢do de cultura de micro-
organismos do Laboratério de Biotecnologia e Edalalg micro-organismo, do Instituto de
Ciéncia da Saude- ICS/UFBA.

4.1.2.2.Producéo do inoculo

A solucéo de inéculo para a producdo de ramind@ipiidi realizado em Meio Salino
Mineral utilizando como fonte de carbono gliceromanercial (GC) e glicerina bruta (GB) a
2% (v/v). As amostras inoculadas no meio de pradygermaneceram por 120h, a 30°C e
180rpm. Em seguida as amostras foram centrifugad@@0rpm por 20 minutos a 10°C, e a
partir do cultivo livre de células foram realizadisstestes subsequentes, em triplicata.
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4.1.2.3.indice de Emulsificacdo

O indice de emulsificagcdo foi determinado utildar2 mL de éleo mineral e 2 mL de
meio de cultivo livre de células. A mistura foi tagia em agitador tipo vortex durante 2

minutos. O indice de emulsificacdo foi determinagds 24 horas, de acordo com a equacéao

descrita por Sousa (2008). IE24(%) = Altura emulsificada x100
Altura total

A analise foi feita nos seguintes intervalos depen24h, 48h, 72h, 96h e 120h.

4.1.2.4 Extracdo e quantificacdo de raminolipideo

A determinacao de raminose, uma forma direta datificacdo de raminolipideos, foi
realizada através do método orcinol-sulftrico (SAUZ08). O raminolipideo foi extraido,
separando a célula do sobrenadante através déugagao (8000 rpm). A extragdo foi feita
com cloroférmio:etanol, acrescentando 0,5mL do ewoddante em 1mL de
cloroférmio:etanol (2:1 v/v). A fase orgéanica (samadante) foi evaporada e seca e depois
ressuspensa em 0,5mL de agua destilada (WANG, €08l7). Depois da extracdo realizou-se
a quantificacdo com o orcinol-4cido sulfurico. Otoa® consistiu em adicionar 0,9 mL desta
solucdo a uma aliquota de 0,1 mL da amostra, segledaquecimento a 80°C durante 30
minutos. Apdés 15 minutos, determinou-se a absorb&ma espectrofotdmetro Spectronic®
20 Genesys a 421 nm. A curva padrdo foi obtida cmiucbes de raminose com
concentragcdes conhecidas, entre 5 e 50 mg/L (SOQ2868). A extracdo e quantificacéo

foram realizadas com 120 horas de producdo.

4.1.2.5.Analise da Tensao Superficial

A tensdao superficial foi determinada no meio déuca livre de células utilizando um

Tensiometro (KSV- modelo Sigma) a 25°C. Como coatnatilizaram-se 0s meios de cultura

sem indculo nas mesmas condi¢des. As andlises fieitam pelo método do anel, utilizando
um anel de platina denominado anel de Du Nouy.eNegttodo, a amostra é colocada em um
recipiente do aparelho, com o anel inicialmentensniso. Uma forca adicional € exercida
sobre o0 anel no momento em que a lamina do liqgadee romper, sendo entdo determinada
a tensédo superficial (KRUSS, 1994 apud MONTEIRO7208 analise da tens&o superficial
foi realizada nos seguintes intervalos de tempb; 48h, 96h e 120h.
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4.1.2.6.Analises do raminolipideo em CP

O raminolipideo foi visualizado por cromatografie papel (CP), seguindo a
metodologia adaptada de Wang e colaboradores (280)etodologia permite detectar o
tipo de raminolipideo produzido. O raminolipideo ¥sualizado em comparagcdo com uma
solucdo padrao de raminose (1000mg/L). A técniaasiste em pipetar 10ul de amostra
extraida em uma placa de silica gel 60. Apds agseta temperatura ambiente, a corrida das
amostras foi realizada com uma solucdo de AcetatdEdla : Metanol (3:1, v/v). Os
componentes separados foram detectados por ung@sakyeladora de acido acético glacial:
acido sulfarico : anisaldeido (50:1:0,05, v/ivi@110° C apds 5 minutos (WANG et al., 2007;
PORNSUNTHORNTAWEE et al., 2008).

4.1.2.7 Avaliacdo da estabilidade do raminolipideo produzid

A analise da estabilidade do raminolipideo foi izzala utilizando o caldo livre de
células, seguindo a metodologia adaptada de Pi(@h@6). O efeito da temperatura foi
avaliado aquecendo-se a amostra em banho-mari@°€ I®r 60 minutos e resfriando em
temperatura ambiente. A estabilidade em salinideidieita a partir da adicdo de sal sobre o
biossurfactante, acrescentando-se ao caldo 3,5Ka@¢& valor correspondente a salinidade
marinha, e misturou-se até completa dissoluca@ &a@lise sob pressao, colocou-se o caldo
em autoclave, durante 15 minutos a 121°C e 1 atandise da estabilidade em pH foi feita
ajustando o caldo a pH 2,0 e pH 12. Analisarampessiveis alteracdes na tensdo superficial
para cada tratamento, com os seguintes intervaldsndpo: 48h (Pressao); 72h (Salinidade);

96h (Temperatura e pH).
4.1.2.8. Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada pelo progranssigtat, utilizando analise de variancia (a

Nova) pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de prdidade de ter ocorrido ao acaso.

4.1.3. Resultados e Discussfes

4.1.3.1. indice de Emulsificacéo (E24)

Os critérios utilizados para selecionar micro-orgaios produtores de
biossurfactantes sdo a habilidade de produzir éficado e reduzir a tensao superficial
abaixo de 40 mN/m, além da capacidade de estaflizvda emulsdo e a habilidade em
manter pelo menos 50% do volume da emulséo origdtaldepois da sua formacéao.
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A partir do teste E-24 realizado foi possivel obaerque as linhagens testadas
produziram biossurfactante em ambos meios (MSM Be®I1SM 2% GC). Com base nos
resultados observou-se que a linhag@@MICS 106niciou a produ¢cdo no MSM2%GB com
72 horas, porém no MSM2%GC a producao iniciou c@&rhdras. Ja a linhage@CMICS
109 iniciou a producdo no mesmo intervalo de tempo lid8as) em ambos meios de

producao.

Com 120 horas de produgéo a linhagé@MICS 106apresentou uma producao de
biossurfactante de 64% e 60% no MSM 2%GB e no MSMEZ% respectivamente,
mostrando assim que ndo houve diferenca signi¥eantre os meios de producéo para esta
linhagem. Na linhagen€CCMICS 109 a producéo foi de 60% e 65% nos MSM2%GB e
MSM2%GC, respectivamente. Nesta linhagem também hwdiwve diferenca significativa

entre 0os meios de producéo testados.

Producdo em MSM 2% GB Producdo em MSM 2% GC
70% - 70% -
60% - 60% -
50% - 50% -
40% - 40% -
30% - 106 | 3005 - =106
20% - 109 | 209% - =109
10% - 10% -
0% K=, : : : : 0% =, : : : :
24h 48h 72h 96h 120h 24h  48h 72h 96h 120h

Grafico 01. Quantificagcdo em porcentagem da producéao de réipiteo através do método de indice
de emulsificagéo.

Comparando as linhagens entre si observou-se quel@0 horas de producéo no
MSM 2% GB a linhagen€CCMICS 106apresentou uma producao de biossurfactante de 64%
e a linhagenCCMICS 10%presentou uma producao de 60%, mostrando assiranfgeas
linhagens também n&o houve diferenga significatieste meio. Porém os resultados
mostraram que a linhage@CMICS 109%comecou a produzir com 24 horas de antecedéncia
em relacdo a linhagenCCMICS 106 indicando assim, que as linhagens tiveram
comportamento diferente neste meio. Apesar de erdbdp diferenca significativa entre as
linhagens na producdo no MSM 2% GB, observou-se agwiedo ao fato da linhagem
CCMICS 109ter iniciado a producdo mais cedo, a mesma teve pno@ucdo um pouco
maior nos 2 primeiros intervalos de tempo testagtosrelacdo &£CMICS 106,porém no

altimo intervalo de tempo a producdo GEMICS 109permaneceu praticamente estavel
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enquanto a producdo daCMICS 106foi um pouco maior. Algumas hipéteses foram
levantadas para tal situacdo: 12- a linhage@MICS 109comecou a degradar o proprio
raminolipideo e consequentemente estabilizou augéam pois a0 mesmo tempo em que ela
produzia ela degradava. 22 - a linhage@MICS109 comecou a entrar na fase de declinio e

por isso sua producao permaneceu estavel nas silBthhoras do experimento.

Quando comparada a producédo no MSM 2% GC obseevogues ambas as linhagens
tiveram 0 mesmo comportamento uma vez que iniciguodu¢cdo no mesmo intervalo de
tempo. Os resultados indicam que também nado hoifeeenica significativa entre as
linhagens para este meio, pois a linhagg@MICS 106produziu 63% de biossurfactante e a
linhagemCCMICS 109roduziu 65%, sendo p > 0,05.

Todas as amostras permaneceram com a emulsédol gadédvmais de 30 dias de

producéao.

4.1.3.2. Quantificacdo dos raminolipideos em g/L

Com base na quantificacdo de raminolipideo pelaidaao orcinol : acido sulfurico
com 120 horas de producdo observou-se que as &nk&CMICS 106e CCMICS 109
produziram no MSM 2% GB 2,8g/L e 2,3g/L, respectieate. Os resultados correspondem
aos dados encontrados no teste do indice de ewagsid (E24) onde mesmo nao tendo
diferenca significativa entre as linhagens a pdeggm foi um pouco maior para a linhagem
CCMICS 106

Em relagéo a producdo no MSM 2% GC observou-secquebase na quantificacdo
gue houve diferenca significativa (p < 0,05) dedpigio entre as linhagens, pois a linhagem
CCMICS 106produziu 2,4g/L e a linhage@CMICS 109Qroduziu 3,9¢/L.

Producdo em Meio Salino Mineral 2% GB e 2%GC

4 —

HCCMICS 106
i mCCMICS 109

MSM2%GB MSM2%GC

Grafico 02: Dosagem de raminolipideo pelo método orcinolsidftirico.
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Com base nos resultados apresentados no grafiobdg2va-se que a maior producéo
no MSM 2% GB foi obtida pela linhage@CMICS 106(2,8g/L) e no MSM 2% GC foi
obtida pela linhager@ CMICS 1093,99g/L).

Santa Annae colaboradores (2002) quantificaram raminolipideodprido pela
linhagem dePseudomonas aerugino$Al, utilizando glicerina comercial como fonte de
carbono em concentracdes de 1 a 6% (v/v) e obsenvgue a melhor producgao foi com 3%
de glicerol produzindo 2,6 g/L de raminolipideo.sietrabalho observou-se uma producao
maior de raminolipideo (3,9 g/L) utilizando aper22 de glicerina comercial. O fato da
linhagemCCMICS 109 produzir uma maior quantidade de raminolipideétizabhdo menor
guantidade da fonte de carbono em relagBoaeruginosdAl, a torna um micro-organismo
promissor para a producao do raminolipideo, nadselescartados estudos que melhorem
ainda mais esse rendimento. No entanto, estudosiat#lidade econdomica devem ser

efetuados visto que o glicerol comercial € muitégsnecaro que a GB.

Estudos mostram que uma baixa concentracdo deubdiasmnte é suficiente para
reduzir a0 maximo as tensdes superficial (aguadaihterfacial (dgua/dleo). Segundo
Monteiro (2007) a concentracdo necessaria de rdipitheo para se atingir a CMC esta
tipicamente entre 10 a 200mg/L, fato este que lbiseovado em nosso experimento ja que a

producédo esté dentro dos valores necessérios @atagir a CMC.

4.1.3.3.Analise da Tensao superficial

Visando analisar a eficiéncia do raminolipideodomido pelas linhagens nos meios de
producéo, foram efetuadas medidas da tensdo stipkrfi tensdo superficial é a propriedade
de maior importancia para os agentes tensoatiwesgcp forca de atracdo existente entre as
moléculas dos liquidos. A tensao superficial dimguando a concentracdo de surfactante no
meio aquoso aumenta, ocorrendo a formacdo de mijcglee sdo moléculas anfipaticas
agregadas com as porc¢des hidrofilicas posicionpdes a parte externa da molécula e as
porcdes hidrofobicas para a parte interna. A terssfgerficial também diminui quando a
concentracdo de surfactante em um solvente apataerasta, ocorrendo formacdo de micelas
reversas (RUFINO et al., 2011). Nos sistemas delascreversas, as cabecas polares dos
anfifilicos estdo concentradas no interior do agglege por esta razao formam um nucleo
central hidrofilico (MANIASSO, 2001). Os gréficos 68 4 ilustram os valores da tensdo
superficial nos meios de cultivo (MSM 2% GB e MSBb I5C). Observa-se que no meio de

cultivo com 2% de GB a tenséo superficial inici@r{trole) apresentou maior redu¢cdo em
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relagéo a tenséo superficial final, ficando com2@8nN/m. Devido ao fato da baixa tensédo

superficial inicial por interferéncia da GB presemo meio, ndo foi possivel observar a

eficacia do biossurfactante produzido pelas linhageste meio de producao.

w w w
O = N W
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Tensao superficial (mN/m)
~

N N N NN W
[0

(o)}

CCMICS 106 - MSM2%GB

48h 72h 96h 120h
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w

(i)
N
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w
o

NpN
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N
~

N
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CCMICS 109 - MSM2%GB

48h 72h
® Tensao inicial

96h 120h
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Graéfico 03: Analise da tenséao superficial inicial e final ns&io de producdo em MSM2%GB.
Linhagem:CCMICS 106 CCMICS 109.

Para confirmar a acdo da Glicerina bruta em recuténsdo do meio, foi feita uma

analise em agua da torneira, onde a mesma tinhdamsao superficial de 72 mN/m e com a

adicao da Glicerina bruta (2%) a tenséo superfreidliziu para 28,69mN/m.

No MSM 2% GC observou-se a eficiéncia do biosstefge raminolipideo para

ambas as linhagen€CMICS 106e CCMICS 109. A tensédo superficial inicial foi de 60
mN/m (meio de cultura sem inéculo), sendo que hauaa reducdo de 26 a 30mN/m entre

as linhagens. Haba e colaboradores (2000), coasidéons produtores de biossurfactante

agueles micro-organismos que reduzem a atividgaertial a 40mN/m ou menos, como foi

observado neste experimento em ambos 0s meio®degao.

Tenséo superficial (mN/m)

CCMICS 106 - MSM 2% GC

48h 72h
H Tensao inicial

96h 120h
E Tensao final

Tensao superficial (mN/m)

60
50
40
30
20
10

CCMICS 109 - MSM 2% GC
48h 72h 96h 120h

®m Tensao inicial ®m Tensao final
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Gréfico 04: Analise da tensédo superficial inicial e final ms&io de produgdo em MSM 2% GC
utilizando as linhagenSCMICS 106 CCMICS 109.

Na linhagemCCMICS 106com 0 MSM2%GC praticamente ndo houve diferenca na
reducdo da tensao superficial final entre os iaies/de tempo (48h, 72h, 96h e 120h). A
reducdo da tenséo superficial final foi entre 28,80,3 mN/m, sendo que a maior reducéo
obtida por esta linhagem foi no inicio da produ¢&h), com uma reducao de 28,8mN/m. O
aumento da tensao superficial de 28,8mN/m para 30npbde estar relacionado com a
degradacdo do raminolipideo pela prépria linhageodytora, que passou a utilizar o seu
produto como fonte de nutrientes.

Na linhagemCCMICS 10%ouve uma maior reducéo da tenséo superficial, o
variacdo de 26,5 e 29,4 mN/m, sendo que a maiacéadtambém foi observada com 48
horas. A maior reducdo observada nesta linhagednrelsicionada com a maior produgéo de
biossurfactante medida pela producao de raminode, @bservou-se que neste meio (MSM
2% GC) a linhagen€CMICS 10%presentou uma maior producéo (3,9 g/L). Segundwotb
(2003), a diminuicdo da tenséo superficial senvaacoma medida indireta para determinar a
producao de biossurfactante, pois 0s menores gatlreensao superficial coincidem com os
maiores valores obtidos na concentragcédo de ramiitaséato foi observado neste trabalho.

Segundo Desai e Banat (1997), a tensdo superfoimbnte a producdo de
raminolipideos poP. aeruginosgode chegar a 29 mN/m, de forma que os valoresno
de tenséo superficial encontrados no presentelli@lm@ncordam com dados relatados na

literatura.
4.1.3.4.Analise Cromatografica

A partir da analise em cromatografia de papelpésisivel observar a presenca de uma
Gnica banda de raminose nas amostras corridas lea gél 60, ou seja, os resultados
sugerem que ambas as linhageDEMICS 106e CCMICS 109 produzem raminolipideo do

tipo mono-raminolipideo.
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Figura 02. Cromatografia de camada fina (TLC) das amo<i@asICS 106a, b, c) e
CCMICS 1094, b, c). *SR- Solucédo de ramino&eVISM 2% GB ; 2-MSM 2% GC.

Mesmo sendo visualizada a presenca de uma Unicka ltlnraminose, as linhagens
podem vir a produzir di-raminolipideo, pois ambaseaentaram expressdo do gehkC
guando analisado em PCR em tempo real (dados néivauos). O gengnlC é responsavel
por codificar a enzima que transfere uma segund&aula de raminose ao mono-

raminolipideo, para producao do di-raminolipidedkRM, et al., 2001).

4.1.3.5.Estabilidade do raminolipideo

Segundo Pirollo (2006), os biossurfactantes aptase estabilidade em condi¢des
adversas de temperatura, presséo, salinidade Egoéin realizados ensaios em condi¢des de
temperatura (100°C), pressao (1 atm, 121°C, 15, satipidade (3,5% de NaCl) e pH (2,0 e
12) com o sobrenadante livre de células para varifa estabilidade das propriedades
tensoativas nestas condigfes. Medidas da tens&ofisigh mostraram que o raminolipideo
manteve-se estavel mesmo apos 60 minutos de acrecim 100°C. Em relacdo a pressao e
salinidade também ndo houve mudanca das proprigdeisoativas, pois a tensao superficial

do biossurfactante permaneceu estavel em ambadhagéns.
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Tabela 01:Estabilidade do Biossurfactante em mN/GCGMICS 106

Temperatura Presséo Salinidade
MSM 2%GB
Antes do Tratamento 31,04 30,08 30,91
Depois do Tratamento 31,25 30,03 30,11
MSM 2%GC
Antes do Tratamento 30,02 28,8 29,27
Depois do Tratamento 29,85 29,37 29,35

Tabela 02: Estabilidade do Biossurfactante em mN/GCGMICS 109

Temperatura Presséo Salinidade
MSM 2%GB
Antes do Tratamento 30,23 30,01 30,01
Depois do Tratamento 29,44 30,17 29,35
MSM 2%GC
Antes do Tratamento 28,93 26,5 27,38
Depois do Tratamento 28,86 27,33 27,33

Em estudo feito por Barros e colaboradores (2008)zando biossurfactante
produzido por Bacillus subtilis, analisou-se a estabilidade do bisssurfactante a um
temperatura de 100°C por 1 hora, e observou-seetamibe ndo houve mudanca significativa
na atividade superficial do biossurfactante apdeatamento. Analisando a estabilidade da
propriedade tensoativa sob condicdo de pressao lieidade os resultados também
confirmaram a estabilidade do biossurfarctanteentatamento. Segundo Barbosa (2011), os
biossurfactantes apresentam tolerancia a forcaadpiois ndo precipitam em solucéo salina
de até 10%, enquanto que solucdes de 2-3% de eakuditientes para desativar 0s
surfactantes quimicos.

Por outro lado, os resultados da andlise da estaid em diferentes pH mostraram
uma pequena alteracao nos valores, sendo assifoir@assivel confirmar a estabilidade nas
linhagens. A estabilidade em pH foi analisada ehh apido e basico, comparando com o0s
valores da tenséo superficial em pH neutro. Em giHoa(2,0) houve uma pequena reducao
da tensao superficial. No MSM 2% GB houve uma radwde 31 para 28mN/m na TS para a
linhagemCCMICS 106 e de 30 para 28mN/m na TS para a linha@g®@MICS 109.Ja no
MSM 2% GC houve uma reducao de 30 para 27mN/magérhagemCCMICS 106e de 28
para 26mN/m na linhagenCCMICS 109. Observou-se inicio da precipitacdo do
biossurfactante nesta escala de pH, fazendo coma ¢gresao superficial fosse reduzida. Em
estudo feito por Kim e colaboradores (1997) quédisaram a tensao superficial em um gama

de pH, observou-se que a tensdo superficial peweanestavel com pH entre 5,0 a 9,5,
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porém com pH 4,0 houve um ligeiro aumento da tersd® escala mais baixa de pH4(0),

a tensdo superficial foi reduzida devido a preagdib do biossurfactante. Tais dados
confirmam os resultados encontrados neste trabAlalisando a estabilidade em pH basico
(12) observou-se o contrario, pois houve um pegaemeento da tensdo superficial, pois no
MSM 2% GB houve uma variagéo de 31 para 32 mNinagemCCMICS 106 30 para 31
mN/m na linhagen€CCMICS 109No MSM2 % GC a variagao foi de 30 para 32 mN/m na
linhagemCCMICS 106e de 28 para 30 mN/m na linhag&EMICS 109Devido ao aumento
da tenséo superficial ndo foi possivel confirmastabilidade do biossurfactante nesta faixa
de pH.

Pir6llo (2006) analisou a estabilidade do biossigiate produzido por cepa de
Pseudomonas aeruginoszas mesmas condicbes (temperatura, pressao éladdin e o
biossurfactante permaneceu estavel, corroborando resultados encontrados neste
trabalho. Makkar e Cameotra (1997) analisarastabédidade do biossurfactante produzido
por Bacillus subtilis cultivado por 72 horas em meio contendo sacacoseo fonte de
carbono e o sobrenadante foi submetido a 100°Cer@ram que apos 2 horas de
aquecimento o caldo contendo o biossurfactante evard atividade superficial de 28 a 29

mN/m.

4.1.4. Conclusoes

O biossurfactante produzido e excretado pelas deis no meio de cultivo com 2% de
glicerina comercial promoveu uma boa reducdo daatersuperficial. Observou-se uma
reducdo entre 28 a 30 mN/m para a linhagg@MICS 106e uma reducéo entre 26 a 29
mN/m para dinhagem CCMICS 109.

A producédo de biossurfactante pela linhagé@MICS 106no meio salino utilizando a
glicerina bruta como fonte de carbono ndo mostifawehca significativa em relagédo ao meio
salino utilizando a glicerina comercial, sendorassiuso da glicerina bruta € uma alternativa
biotecnoldgica sustentavel, podendo substituirieegha comercial tornando o bioproduto
mais barato.

Observou-se que a utilizacdo de glicerina bruta ccambstrato de baixo custo para a
producédo de biossurfactante é viavel, entretarttonnendam-se estudos mais detalhados para

tentar analisar a eficiéncia do biossurfactantetéiaar esta matéria-prima
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O meio de producao suplementado com glicerina lar@% demonstrou ser o mais eficiente
para a linhagertCMICS106.

A maior producéo de biossurfactante foi de 3,9p¢la linhagenCCMICS 100 MSM 2%
GC.

As propriedades tensoativas foram mantidas a 100f€3sdo e salinidade em ambas as
linhagens, podendo ser um biossurfactante com plezahbilidade em biorremediacédo e para
aumentar o fator de recuperacao de petrdleo emasmpduros.

As andlises cromatograficas mostram que ambastagens produzem mono-raminolipideo,
diferente dos resultados das analises de expreggsaca (Artigo 02) os quais sugerem que
ambas as linhagens também podem produzir di-raipideb. Dessa forma, ainda seéo
necessarios efetuar mais estudos para esclareesr getalhes sobre os tipos de moléculas de

raminolipideos produzidos pelas linhagens.
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Bioprospeccéo de genes relacionados com a produgi®biossurfactante raminolipideos

Resumo

Os biossurfactantes sdo sintetizados por uma \a@léede micro-organismos, principalmente
por bactérias e arqueas. Sao capazes de redwaisaot superficial e interfacial, e possuem
vantagens importantes sobre os surfactantes quippois além de serem menos toxico e
mais biodegradaveis, apresentam maior resistérxigadacdes de temperatura, pH e a
condi¢cbes de elevada salinidade. Os biossurfastantés estudados séo os raminolipideos
produzidos por bactéria do génétseudomonagds raminolipideos sdo capazes de reduzir a
tensao superficial da agua de 72 mN/m para 25 m@al80n e tenséo interfacial 6leo/agua de
43 mN/m para valores menores que 1 mN/m, apresgmtaoncentracdo micelar critica
(CMC) de 10 -200 mg/L. Devido a grande importariatecnoldgica dos raminolipideos,
este trabalho teve como objetivo investigar a ptddude raminolipideo em duas linhagens de
Pseudomonas (CCMICS 1@6CCMICS 109)verificando a similaridade da expressao génica
entre dois meios de producdo (MSM2%GB e MSM2%GCl#earentes intervalos de tempo.
Foi realizada a quantificacdo de raminolipideov&sado método orcinol-acido sulfurico e
andlise da expressdo de genes que codificam enziesp®nsaveis pela producdo de
raminolipideo, utilizando a técnica de PCR em temgab. Os resultados mostraram que no
MSM2%GB a linhagemCCMICS 106 apresentou uma maior producdo, assim como
apresentou também uma maior expressdo do ipAB que constitui mperon responsavel
pela producéo de raminolipideo. No MSM2%GC a lggmCCMICS 109presentou uma
maior producdo, porém neste meio de producdo seesdo do gendl AB foi mais baixa,
indicando assim que a minima expressao deste gend3IM2%GC foi suficiente para

produzir uma maior quantidade de raminolipideo.

Palavras Chaves: Biossurfactante, Raminolipided?seudomonasPCR em tempo real,
Expressao génica.
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4.2.1. Introducao

Os biossurfactantes sdo metabdlitos produzidos dif@rentes micro-organismos,
particularmente por bactérias, que apresentam miakanfipaticas, com por¢des hidrofilicas
e hidrofébicas (DESAI et al1997). Sdo de grande interesse industrial, em d&oce do
seu amplo espectro de aplicacdo e das suas graadesgens em relacdo aos surfactantes
quimicos. Algumas delas sao: alta biodegrabilidddéxa toxicidade; biocompatibilidade e
digestibilidade, o que permite sua aplicacdo enmétisos, produtos farmacéuticos e como
aditivos para alimentos. Sua producgédo pode serbewica, dependendo do biossurfactante,
podendo ser produzido a partir de residuos in@duste co-produtos, sendo de particular
interesse para producdo em larga escala relacianatiizacdo em tecnologias de petréleo.
Os biossurfactantes também podem ser utilizadosontrole de derramamento de petréleo,
desintoxicacdo de efluentes industriais, e em dmediacdo de solo contaminado
(KOSARIC, 1992; COLLA et al., 2003; VIEIRA et a2005).

No que diz respeito as desvantagens, um dos granolelemas esta relacionado com o
custo que pode ser elevado para a producdo em émgma. Grandes quantidades séo
particularmente necesséarias em aplicacdes na fallidé petrdleo e ambiental. Para
aperfeicoar a producdo microbiana de biossurfazténfundamental a obtencdo de altos
rendimentos e produtividade nos processos, quenposkr atingidos através de uma
formulacdo adequada do meio de cultivo, procesgoprdducdo mais eficientes, uso de
residuos agroindustriais como substratos e mellaranygenético da cepa microbiana. O uso
de residuos como substratos além de equilibraust® globais, apresenta a particularidade
de combater o efeito poluente de tais residuos @RS, 1992; BANAT, 2000; HABA et
al., 2000).

Os raminolipideos surfactantes pertencentes aecldss glicolipideos produzidos por
Pseudomonas aerugingssao os biossurfactantes mais estudados (TULEVAL.e2002).
Séo capazes de reduzir a tensdo superficial dadegidd mN/m para 25 a 30 mN/m e tenséo
interfacial Oleo/agua de 43 mN/m para valores nmeswogue 1 mN/m, apresentando
concentracdo micelar critica (CMC) de 10 -200 mg{LCMC é definida como a minima
concentracdo de surfactante com propriedades #givsi® onde, a partir dessa concentracéo,
inicia-se a formacédo de micelas, que conferiraraprigdades de detergéncia e solubilizacéo
ao composto (MONTEIRO, 2007).

Os raminolipideos podem ser produzidos pseudomonas partir de diferentes
substratos, como glicerol, manitol, frutose, gle&osn-parafinas, e 6leos vegetais
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(ABOUSEOUD et al., 2008. Apresentam em sua estrutura uma ou duas molécelas d
raminose ligadas a moléculas de acido 3 hidroxidgca. As duas principais moléculas de
raminolipideos produzidas pé. aeruginosasdo mono-raminolipideo e di-raminolipideo. A
sintese destes compostos envolve reacfes de téargsée sequencial de grupos raminosil,
cada uma catalisada por uma raminosil transferapecéica. Mono-raminolipideos sédo
sintetizados pela acado de raminosil transferasBt1l), com a desoxi-timidina-difosfo-L-
raminose agindo como doador de raminosil e 3 -oRidecanoil - 3 — hidroxidecanoato
agindo como receptor. Ja os di- raminolipideosssaietizados pela raminosil transferase 2
(Rt 2) a partir de desoxi-timidina-difosfo-L-rarose agindo como doador e mono-
raminolipideos como receptores (LEAO, 2009). A egpéo dos genes envolvidos com a
producdo de mono e di-raminolipideo é coordenadtemragulada em nivel transcricional,
envolvendo dois sistemagiorum sensingsendo eles ¢as e orhl (MAIER e CHAVES,
2000).

O sistemalas consiste de um regulador de transcrichasR, e sua molécula
sinalizadora, N-(3-oxododecanoil) homoserina laat¢®O-C12-HSL), sintetizada por uma
acil homoserina lactona (AHL sintase), codificagégtopgendasl (PEARSON et al., 1994). O
sistema LasRI regula a expressdo da elastase ledaftase LasB, exotoxina A e protease
alcalina (MAIER e CHAVES, 2000). O sisterra localizado logo apés os gengsAB, é
composto pelos genelsIR erhll. RhIR pertence a familia de proteinas que furanio como
ativadores transcricionais e que € ativada por ufiibhomoserina lactona (C4-HSL)
produzido por Rhll, uma sintetase de autoindutBste autoindutor promove a ativacéo de
RhIR , que ira ativar a expressaortiéAB. Os genesrhlA e rhIB sdo transcritos juntos a
partir de um promotor que anteced@A, assim, constituem o operon que codifica uma
raminosil transferase (Rtl) necessaria para a pémdde mono-raminolipideos. RhIR ativado
também pode ser capaz de ativar a transcricdpa® (gene que codifica a RNA polimerase
fator sigma), envolvidos na expressdo de genesada Estacionaria do crescimento
bacteriano). O RhIR depende da respost@urum sensinginclusive para a produgéo de
raminolipideo, onde é principalmente expresso emdicdes de limitacdes de nutrientes
(MAIER e CHAVES, 2000; PEARSON et al., 1994; OCHSWNEt al., 1994; STRELEC,
2006).

O generhlC codifica a raminosil transferase 2 que estd em@lna producdo do di-
raminolipideo, que € produzido a partir do moaminolipideo. Este gene esta organizado
em outro operon. Alguns dos mono-raminolipideogipzalo sdo secretados diretamente da

célula, enquanto outra parte sera transformada@eam di-raminolipideo pela transferéncia
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de uma porgao raminosil, usando desoxi-timidinasdd-L-raminose (TDP-I-raminose) como
doador. Mono e di-raminolipideo sao sintetizadofaoa citoplasmatica da membrana interna
antes de serem transportados para o meio extrac@RAHIM et al., 2001).

A analise da expressdo dos genes responsaveiprpdlacdo de raminolipideo inclui a
quantificacdo precisa de RNAmM sendo expresso eenedifes situacdes. A técnica do PCR
em Tempo Real é uma ferramenta poderosa para ficenéicidos nucléicos, pois permite a
sua quantificacdo a partir de quantidades minirkdd¥ et al. 1996), além disso € uma
técnica precisa, rapida e de baixo custo (BUSTINQO2, tornando-a vantajosa para
guantificacao.

Este trabalho teve como objetivo investigar a pgddude raminolipideo em duas
linhagens dé’seudomonasverificando a similaridade da expressao génidee @iois meios

de producéo com glicerina bruta e glicerina cona¢rmn diferentes intervalos de tempo.

4.2.2.Materiais e Métodos
4.2.2.1.Inducdo Génica e Producdo do Raminolipideo

As linhagens dePseudomonastestadas foramCCMICS 106 e CCMICS 109
pertencentes a colecdo de cultura de micro-organido Laboratorio de Biotecnologia e
Ecologia de micro-organismo, do Instituto de Cianda Saude- ICS/UFBA. O inéculo das
linhagens para a producdo de raminolipideo foizadb em Meio Salino Mineral adaptado
de Bodour e Miller-Maier (1998) utilizando como ferde carbono glicerina comercial (GC)
e glicerina bruta (GB) a 2% (v/v). As amostrascimadas no meio de producao
permaneceram por 120h, a 30°C e 180rpm. A quaagdir do raminolipideo produzido foi
analisada com 120h e a extracdo de RNA para arddigxpressdo génica foi realizada em
trés intervalos de tempo (Oh, 48h, 120h) durameducao.

4.2.2.2 Extracdo e quantificacdo do raminolipideo

O raminolipideo foi extraido, separando a célula slibrenadante através de
centrifugacdo (8000 rpm). A extracao foi feita cdoroférmio:etanol, acrescentando 0,5mL
do sobrenadante em 1mL de cloroformio:etanol (27). A fase orgéanica (sobrenadante) foi
evaporada e seca e depois ressuspensa em 0,5nguaeléstilada (WANG et al., 2007).
Depois da extracdo realizou-se a quantificacdo @amcinol-ac.sulfurico. O método consiste
em adicionar 0,9 mL desta solucdo a uma aliquot®,lemL de amostra, seguido de

aquecimento a 80 °C durante 30 minutos. Apos 1nitwsn determinou-se a absorbancia em
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espectrofotdmetro Spectronic® 20 Genesys a 421 Ancurva padrao foi obtida com
solugbes de ramniose com concentracdes conheeidi@s,5 e 50 mg/L (SOUSA, 2008). A
analise estatistica foi realizada pelo programaisfeds utilizando analise de variancia (a

Nova) pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de prdidade.

4.2.2.3.Analise da expressao génica

As amostras de RNAs foram extraidos utilizando otqmolo de extracdo Trizol
adaptado de Silveira (2010). As amostras de RNAnfiotratadas com DNase (DNA-free)
para remocdo de contaminantes de DNA sendo visdaiz em eletroforese. Além da
eletroforese, a auséncia de DNA gendmico nos estrde RNA foi checada comparando
amostras de cDNA com RNA que néo sofreram trar@znieversa. Observando as curvas de
amplificacdo em gPCR o controle negativo ndo develstectado ou se detectado apresentar-
se com uma diferenca de no minimo 5 ciclos de dicgagio (NOLAN et al., 2006). Em
seguida foi realizada a sintese de cDNA seguingimimcolo do Kit Superscript (Invitrogen).

Bazire e colaboradores (2005) identificargmmers que sdo capazes de amplificar
genes responsaveis pela producédo de raminolipkdeam utilizados primers que amplificam
as regides génicatlA, rhiB e rhiC. A tabela abaixo mostra a sequéncia dos primers,
identificados para 0s genes responsaveis pela giiodde raminolipideo, que foram
utilizados na reacédo de RT-PCR.

Tabela 01.Sequéncia dos primers relacionados com a prodig@&aminolipideos

Gene Alvo Sequéncia do Primer F (5’-3") Sequéncia do Primer R (5’-3") Tamanho do
fragmento
Rhll 5-CATCAGGTCTTCATCGAGAAGCT-3’ 5-CGACGATGTAGCGGGTTTG-3’ 106 pb
RhIAB 5-GATCGAGCTGGACGACAAGTC-3 5-GCTGATGGTTGCTGGCTTTC-3’ 95 pb
RhIC 5'-ACCGGATAGACATGGGCGT-3 5'-GATCGCTGTGCGGTGAGTT-3' 132 pb

Fonte: Bazireet al, 2005.

Os primers foram testados por PCR convencional parnficar a amplificacdo dos
oligonucleotideos antes de serem iniciados ossteste PCR quantitativo em tempo real.
Como referéncia endoégena foram utilizado os geags e proC para Pseudomonas
previamente identificado por Lenz e colaborado?@68) e por Savli e colaboradores (2003).

Foi realizado um experimento controle dos primera@ reacdo de PCR quantitativo
em tempo real para examinar a linearidade de anggdo durante uma variacdo dinamica a
fim de determinar a eficiéncia de amplificacdo dossmos. A eficiéncia dos primers foi
considerada satisfatoria (85% a 115%), sendo assitiada a estabilidade (HELLEMANS et

al., 2007). Os genes de controle endégeno deveesaar uma alta estabilidade para serem
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utilizados como normalizador de cada amostra.Zdtilise 0 Genorm que € um programa que
determina se o gene referéncia apresenta-se est@adtula com base na média geométrica
do gene testado um fator de normalizacdo que pErdecorporado na expressédo do gene em
cada amostra. A estabilidade do gene é represeptadam valor M, o qual é inversamente
proporcional a variacdo de expressdo do gene dwaldene com alta estabilidade entre as
repeticbes bioldégicas e tratamentos devem apreserdbr do geNorm M< 0,5
(VANDESOMPELE et al., 2002; HELLEMANS et al., 200FINHEIRO, 2009).

A expresséo dos trés genes relacionados com agéodai analisada em triplicata
(n=3) para cada repeticdo biolégica (n=2). O Pddiamplificacdo foi apresentado como uma
relacdo para cada fragmento dos genes a 48h ed@iha inoculacdo em comparacdo com a
expressao dos fragmentos dos genes calibrador@Qtrpgrama de corrida para amplificacao
consistiu de um primeiro passo 50°C por 2 min. @0 ciclos alternando entre 15 seg a
95°C e 1 min a 60°C. Por ultimo foi tracada a cuteamelting para detectar dimeros de
primers, contaminante de DNA e produto de PCR afipo, gerando desta forma a
confirmacdo da amplificacdo correta dos fragmenties interesse. Temperaturas de
dissociacdo do amplicon variando de 78°C a 85°Candamplificacdo de produto especifico
(alvo), abaixo dessa temperatura significa contagdioc ou formacdo de dimeros de
“primers” na reagao.

Os dados de expressdo génica foram calculados ysottificacdo relativa, a qual
necessita além do gene referéncia, uma amostra pefier@ncia, ou seja, como tratamento
controle ou calibrador para a determinacédo da sgpe(PFAFFL, 2001). Utilizou-se como
controle interno da expressdo o valor de Ct (cyblkeshold) obtido no tempo Oh do
experimento que foi definido como amostra calibradpois sdo amostras que vieram do pré-
inoculo (meio LB) ou seja, que nao foram submetatas meios de producdo com glicerina
bruta e glicerina comercial a 2%. A expressao ivglalas amostras em MSM 2% GB e
MSM2% GC foram entdo comparadas nos intervalosm@ad 48h e 120h.

Para cada tratamento foi detectado o valor dea@to tpara o gene alvo quanto para o
gene referéncia. Este valor representa o pontowsrocsinal de amplificacdo € detectado. A
quantificacao relativa foi feita seguindo o modelatematico proposto por Pffafl (2001),
neste modelo temos a razao da expressao relajiygu&é dada pela equacéo:

(E ! ) ACt alvo (controle — amostra)
Razdo = ot

(E ; ) ACt ref. (controle — amostra)
ref.
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onde ,ACt mostra a variacdo de expressdao de um gene @go gmostral, em relacdo ao
grupo controle. Com os valores d€t, calculados tanto para o gene alvo como parane g
de referéncia (ref.), e das eficiéncias de amplifo dos genes (E), obtém-se a expresséo
relativa (R’), dada pela equacdo: R'2E, que mede o efeito do tratamento experimental
sobre a expressédo de cada um dos genes. A razaoosntalores de R’, do gene alvo e do
gene referéncia, normaliza a expressao do genestrdoe Quando sado utilizados dois ou
mais genes referéncia, os valores referentes s esté@io aplicados como média geométrica.
Os resultados do PCR em tempo real sdo dados méamrds e normalmente
apresentam heterogeneidade de variancia entr@eisciiees biologicas dentro de tratamentos
e entre tratamentos, sendo necessario transforsnaalores de Ct da analise da expressao
relativa para logaritmo na base de dois (RIEU 8OWERS, 2009) para que possa ser
realizada a andlise estatistica. A andlise estati$oi realizada pelo programa Assistat,

utilizando analise de variancia (A Nova) pelo telteDunnett.

4.2.3.Resultados
4.2.3.1.Quantificacdo do raminolipideo

Com base na quantificacdo de raminolipideo pelaida do orcinol : acido sulfurico
observou-se que no MSM2%GB a linhagé@MICS 106produziu 2,8g/L de biossurfactante
e a linhagem CCMICS 109 produziu 2,3g/L, mostrando assim que ndo houferefica
significativa na producao entre as linhagens neste.

Producdo em Meio Salino Mineral 2% GB e 2%GC

ECCMICS 106
ECCMICS 109

0 . .
MSM2%GB MSM2%GC

Grafico 01: Dosagem de raminolipideo pelo método orcino :@sidflurico, com 120 horas
de producéo.
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Analisando a producdo no MSM2%GC observou-se cose ba quantificagcdo que
houve diferenca significativa de producéo entrelidsagens (p<0,05), pois a linhagem
CCMICS 106produziu 2,4g/L e a linhage@CMICS 109%roduziu 3,9g/L. Observou-se que
mesmo nao tendo diferenca significativa de produga®SM2%GB, a linhager@CMICS
106 produziu um pouco mais e no MSM2%GC a maior pradufoi observada pela
linhagemCCMICS 1009.

4.2.3.2.Analise da expressao GénicaECMICS 106

Na linhagem CCMICS 106com 48 horas de producdae, expressao do gene
autoindutorrhll foi 0,8x a mais no MSM2%GB do que no MSM2%GC. édanto com 120
horas de producdo observou-se o contrario, ou aejmhagem passou a apresentar uma
maior expressdo do gemell no MSM2%GC, sendo esta expressdo 0,6x maior @oaju
MSM2%GB. Analisando a expressdo do genl&B responsavel pela producdo do mono-
raminolipideo, observou-se que com 48 horas deugém houve uma expressédo de 6,8x a
mais no MSM2%GB do que no MSM2%GC, com 120 horaprdelucdo a expressao no

MSM2%GB tambéem foi maior, ou seja, 3,2x a maigjde o MSM2%GC conforme mostra

o grafico 02.
a) b)
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Grafico 02. Analise da expresséo do gene rhlAB na linha@&MICS 106.

Comparando a expressdo génica entre os intervaowrdpo observou-se que a
expressao ddhlAB foi maior com 48 horas em ambos 0s meios deyg@al

O generhlC responséavel pela producdo do di-raminolipideessitou a mesma
expressdo com 48 e 120 horas de producdo no MSNB2%9Gando comparada a expressao
com o0 MSM2%GC, observou-se que com 48 horas deupéoda expressdo no MSM2%GB
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foi 3,4x a mais do que o MSM2%GC e com 120 horagrdducéo a expresséao foi 2x a mais
(Grafico 03).

a) b)

10,0C ~
10,001 rhiC MSM2%GB MSM2%GC

rhiC
1700 _ . 1700 ] I I
0110 B ! ! ! ! 0,10 - T T T 1
Oh 48h

Oh 48h 120h 120h

Tratamentos Tratamentos

Expresséo Relativa (Log)
Expresséo Relativa (Log)

Grafico 03. Analise da expresséo do geh&C na linhagenCCMICS 106.

A expressdo do gen@IC entre os intervalos de tempo (48h e 120) foi amaeno
MSM2%GB, porém no MSM2%GC houve aumento da expoess@m 120 horas de
producao.

Com base na analise estatistica pelo teste de Rwin®i possivel observar diferenca
significativa (p<0,05) no MSM2%GB, com os germ@sAB e rhIC. No MSM2%GC néo
houve diferenca significativa em relacdo ao catlorgOh). Segundo Pinheiro (2009), devido
a sensibilidade da técnica RT-gPCR usada para wedsla expressado, o intervalo de
confianca pode mostrar-se grande, o que muitassuerea dificil visualizar a significancia

nos resultados

4.2.3.3.Analise da expressao GénicaECMICS 109
Na linhagenCCMICS 109 gene autoindutahll apresentou um padréo de expressao
similar entre os meios de producado, pois com 4&sake producdo observou-se que a
expressao no MSM2%GB foi apenas 0,3x a mais donqudSM2%GC e com 120 horas de
producdo a expressao foi apenas 0,1x a mais no M8BEB2 Em relacdo a expressdo do
generhlAB com 48 horas de producao a expressao no MSM2%GB3x a mais do que no
MSM2%GC e com 120 horas de producao a expresssSM2%GB foi 1x a mais.
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Gréfico 04: Analise da expressao do gene rhlIAB na linha@&MICS 109.

Com base na analise do grafico 03 (a e b) foiipessbservar que a expressao do
gene rhlAB entre os intervalos de tempo (48h e 120h) forsemelhantes tanto no
MSM2%GB como no MSM2%GC.

Analisando a expressdo do geh&C observou-se que com 48 horas de producdo a
expressdo no MSM2%GB foi 2,1x maior do que no MSNEZ% Com 120 horas de producao
notou-se que a expressao foi 6x maior no MSM2%GBetatao ao MSM2%GC.

MSM2%GC
MSM2%GB 10,00 - " b
10,009 hc _ r
[ fay)
2 S
g g
5 8 100 -
< 1,00 - <
=} o
2 (T
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< =
“ 0,10 - : . , - W 0,10 - : :
Oh 48h  120h Oh 48h 120h

Tratamentos Tratamentos

Gréfico 05: Analise da expressao do gene rhiC na linhaG&mICS 109.

Comparando os intervalos de tempo nos meios diupéo, foi possivel verificar que
no MSM2%GB com 120 horas de producéo a expresgddu em relacdo a 48 horas, e no
MSM2%GC a expressao triplicou quando comparada4®imoras de producéo.
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Com base na andlise estatistica pelo teste de Bufoiepossivel observar diferenga
significativa (p<0,05) em ambos meios de produp@acém apenas para o gehéC.

4.2.4. Discussoes

O generhll funciona como auto indutor pois sintetiza N-hlshomoserina lactona
que ativa orhIR, sendo este responsavel pela ativacdo do ophlAB responsavel pela
sintese de raminolipideo (OCHSNER et al., 1994; REAN et al., 1994). Observou-se nos
resultados da expressao génica da linhaG&MICS 106que com 48 horas de producéo o
generhll apresentou uma expresséao de 0,8x a mais no MSNR&aCque no MSM2%GC,
porém mesmo apresentando uma maior expressao doiraluttor no MSM2%GB neste
intervalo de tempo néao foi visualizada producédidssurfactante com base nos resultados
do indice de emulsificacdo - E24 (dados ndo mostlacEntretanto no MSM2%GC que
apresentou uma expressao mais baixa, observoursad@do de emulsdo neste intervalo de
tempo sugerindo assim duas hipéteses: 12 o0 geaenauttor comegou a expressar mais cedo
no MSM2%GC ja que a producdo também comecou mdis; @ a minima expressao do
gene rhll neste meio de producéo foi suficienteastivar o genehlR responsavel pela
ativacdo do operomhlAB, o que ndo ocorreu no MSM2%GB. Porém com 12Ghate
producao a expressao passa a ser invertida, quas@@agem passa a apresentar uma maior
expressdo no MSM2%GC, sendo esta expressdo 0,6isadm que 0 MSM2%GB. Com
base nestes resultados subentende-se que o gemmalatar apds ativar os genes produtores
de raminolipideo diminui sua expresséo, jA que r&M2%GB com 48 horas ndo houve
producdo, e com 120 horas foi onde observou maaiugéo (63%), e foi 0 momento em
gque a expressao estava mais baixa.

Na linhagemCCMICS 109observou-se que o gene autoindutdi apresentou um
padréo de expressao similar entre os meios de giiodanto com 48 horas como 120 horas,
mostrando assim que a linhagem apresenta o0 mesmmodamento para o gene autoindutor
em meios de producdo diferente. Tais resultadaslaram com os resultados encontrados
na producdo, onde foi possivel observar que nedtagem a producdo de biossurfactante
iniciou no mesmo Iintervalo de tempo para ambos @sosn(dados ndo mostrados),
justificando assim a similaridade da expressao.

Analisando os resultados da expressédo do ge@A® responsavel pela producao do
mono-raminolipideo, observou-se que na linhagg@MICS106com 48 horas de producao

houve uma expressédo de 6,8x a mais no MSM2%GB donquMSM2%GC, porém como
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mencionado anteriormente neste intervalo de tem$o foi observado producdo de
biossurfactante no MSM2%GB. Com base nestes rdsgltpodemos inferir que a minima
expressdo do germdlAB no MSM2%GC foi suficiente para ter um bom reneitto na
producao, porém no MSM2%GB observou-se que é reat@ssma maior expressao deste
gene para o biossurfactante poder ser traduzides npesmo tendo uma expressao de 6,8x a
mais a producdo so6 foi visualizada apés 48 hordados ndo mostrado). O mesmo foi
observado com 120 horas, pois a minima expressie dene no MSM2%GC foi suficiente
para produzir 2,4g/L de biossurfactante, enquargxpaessao de 3,2x a mais no MSM2%GB
produziu uma quantidade similar, ou seja, 2,8@lbussurfactante. Na linhagedCMICS
109 a expressdo foi maior no MSM2%GB em ambos os \ales de tempo, porém
comparando os resultados da expressdo com osadkslta producdo observou-se que a
producdo foi maior no MSM2%GC ja que a mesma prod®@9g/L neste meio e no
MSM2%GB a linhagem produziu 2,3g/L. Diante dos lesios podemos inferir que a
minima expressdo deste gene no MSM2%GC foi sufeigrara produzir uma maior
quantidade de biossurfactante, assim como foi saderna linhager@CMICS 106.

Comparando a expressdo entre as duas linhagenvasseque as mesmas tiveram
um comportamento de expressao esperado entre @s meiproducdo, pois a linhagem
CCMICS 106apresentou maior expressao do gandB com 120 horas no MSM2%GB
assim como observou-se uma maior producdo netgevalo de tempo. Na linhagem
CCMICS 109 maior producéo ocorreu no MSM2%GC assim comosapteu uma maior
expressao dohlAB que com 120 horas de producao também foi um @ougior do que no
MSM2%GB.

O generhlC é responsavel por codificar a raminosil transkera (Rt2) a partir da
desoxi-timidina-difosfo-L-raminose agindo como doad mono-raminolipideo agindo como
receptor, produzindo assim o di-raminolipideo (LEAXD09). Com base nos resultados foi
possivel observar a expressao deste gene nasidlagehs e nos dois meios de producao
testados. Observou-se que em ambas as linhagerpressio deste gene foi maior no
MSM2%GB nos dois intervalos de tempo, em relacad&m2%GC. Porém na linhagem
CCMICS 109 generhlC foi 0 que apresentou uma maior expressao emarelags outros
genes ihll ; rhlIAB) em ambos os meios de producdo. Tal fato foenkzlo também por
Bazire e colaboradores (2005) onde utilizaram osnmos primers e analisaram a expressao
sob estresse osmotico éaeruginosag observaram que o gerf@C foi o que apresentou
também um maior nivel de expresséo. Porém o fagidideobservado uma maior expressao

deste gene nao significa que ter4d maior producaalidaminolipideo, pois como foi
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observado anteriormente uma baixa expressdo g@oicsiSM2%GC foi suficiente para
promover a traducdo e produzir praticamente a megraatidade de biossurfactante. Outro
fator interessante € que a producéo do di-ramiit@gpdepende do mono-raminolipideo para
ser sintetizado, pois que segundo Rahim e colaborad(2001) alguns dos mono-
raminolipideo produzido é secretado diretamentecdlla, enquanto uma parte dele
permanece na face citoplasmética da membrana énpara ser transformado peldC em
di-raminolipideo. Logo mesmo tendo uma alta expgiress producdo da Rt2 a sintese do di-

raminolipideo vai depender da quantidade de momoaipideo disponivel na célula.

4.2.5. Conclusodes

* O generhlAB foi 0 que apresentou uma maior expressdo nadi@mCCMICS 106
sendo esta expresséo visualizada no MSM2%GB em samtervalos de tempo, assim
como a maior producdo neste meio também foi vizsaddi por esta linhagem.

* O generhlC foi 0 que apresentou uma maior expressdao nagath&CMICS 109 em
ambos os meios de producao, sugerindo assim gaeliesagem pode ser uma boa
produtora de di-raminolipideo, pois como base resltados da expressao do gdniéB
houve producdo de mono-raminolipideo, e com isstepos inferir que caso 0 mono-
raminolipideo néo tenha sido secretado diretandmt|ula e esteja disponivel, 0 mesmo
pode atuar como receptores, produzindo assim andgirolipideo.

» Para avaliar a producédo de di-raminolipideo € rsgcesavaliar a expressao do genkC
junto com orhlAB, pois nem sempre uma alta expressaorhd@ significa uma alta
producdo de di-raminolipideo j& que a mesma depeiadelisponibilidade de mono-
raminolipideo.

* A depender da fonte de carbono utilizada e do dipdinhagem bacteriana, a minima
expressdo de um gene pode ser bastante signifiqadna determinar uma boa producéo,
pois observou-se que uma baixa expressao géniddSM2%GC foi suficiente para
traduzir a proteina e produzir praticamente a mesgu@ntidade de biossurfactante
produzido no MSM2%GB .
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APENDICES:

Producao no Meio Salino Mineral - linhagemCCMICS 106

MSM 2%GC. Controle, A,Be C [8M 2%GB. Controle, A, Be C

Producao no Meio Salino Mineral - linhagemCCMICS 109

MSM 2%GC. Controle, A, Be C M 2%GB. Controle, A, Be C

Eletroforese dos produtos de PCR

Marcador pb ~ AcpP AcpP (d) ProC ProC (d) rhlAB rhiAB (d) rhic rhiC (d) rhll rhii(d)  Controle negativo

ot

=

Eletroforese dos produtos de amplificacdo especifics genes que foram quantificados,
sendo identificados a partir dos seus fragmentostamanho esperado.



Curva de Dissociacao dos amplicons
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Derivative Reporter (-Rn'

Derivative Repotter (-RnY
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