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RESUMO
ANA BEATRIZ SOUZA PEIXE

BIOPROSPECCAO E CARCATERIZACAO DE CEPAS DE Pseudomonas spp.
PRODUTORASD DE BIOSSURFACTANTES.

Orientador: Mateus Gomes de Godoy
Coorientador: Thiago Silva de Oliveira

Os biossurfactantes constituem uma alternativa promissora aos surfactantes
sintéticos por serem biodegradaveis, apresentarem baixa toxicidade e possibilitarem
aplicacdo em diversos setores industriais, farmacéutico, alimenticio ¢ de limpeza.
Diante da crescente demanda por compostos sustentaveis e eficientes, este trabalho
teve como objetivo isolar, identificar e caracterizar cepas de Pseudomonas
provenientes de praia e cachoeira do Rio de Janeiro, bem como avaliar seu potencial
para a produgdo de biossurfactantes. Para isso, foi realizada inicialmente o
isolamento e identificagdo bacteriana por espectrometria de massas MALDI-TOF,
seguida da confirmagdo taxondmica por sequenciamento do gene rrs, codificador
do 16S rRNA, assegurando maior precisao na delimitacdo das espécies. Além disso,
foi empregada a técnica de ERIC-PCR para tipagem molecular, para identificar
possiveis cepas clonais. Foram isoladas o total de 95 cepas bacterianas e a partir do
processo de triagem, foram obtidas 12 cepas de Pseudomonas, das quais trés
apresentaram perfis genéticos idénticos no ERIC- PCR, indicando clonalidade. Para
investigar o potencial biossurfactante das cepas isoladas, foram utilizados trés
meios de cultura para producdo de biossurfactante. A capacidade tensoativa dos
biossurfactantes foi avaliada por meio da reducdo da tensdo superficial e por testes
de indice de emulsificacdo (IE), empregando dois 6leos (6leo de soja e n-
hexadecano). Os resultados demonstram que o meio MSM3 foi o mais eficiente na
producdo de biossurfactante capaz de reduzir a tensdo superficial, concentrando as
amostras que apresentaram os menores valores observados o que indica maior
producdo de compostos com forte capacidade de redugdo de tensdao. Em
contrapartida, o biossurfactante produzidos nos meios MSM1 e MSM2
demonstraram melhor desempenho no potencial emulsificante, especialmente
quando avaliado com 6leo de soja. O biossurfactante produzido no meio MSM2

destacou-se pela maior consisténcia entre as triplicatas e pelos maiores indices



emulsificagdo, com valores predominantemente entre 45% e 51%, indicando boa
estabilidade das emulsdes formadas. A andlise utilizando n-hexadecano revelou
maior variabilidade e menor reprodutibilidade, particularmente o biossurfactante
produzido no meio MSM3. Apesar dessas variagdes, todas as cepas demonstraram
algum grau de emulsificagdio em pelo menos uma das condicdes testadas,
apresentando um potencial biossurfactante com atividade emulsificante. A
comparacdo entre os biossurfactantes produzidos nos trés meios de cultivo
evidenciou diferengas significativas nos perfis de producdo das cepas isoladas,
destacando que a sintese, a estabilidade e o comportamento das moléculas
produzidas sao altamente influenciados pela composi¢do nutricional e pelo tipo de
substrato hidrofoébico empregado na avaliagdo. De forma geral, os resultados
permitem concluir que o biossurfactante produzido pela cepa Pseudomonas
wayambapalatensis SDA8 no meio MSM3 ¢ o mais indicado para estudos que
visam maximizar a reducdo da tensdo superficial, enquanto MSM1 e MSM2 se
mostram mais adequados para a producdo de biossurfactantes com maior
estabilidade emulsificante, especialmente com 6leo de soja como fase hidrofébica.
O estudo contribuiu para a selecdo de isolados promissores para produgdo de

biossurfactantes.

Palavras-chave: Bioprospeccao; Biossurfactantes; Pseudomonas; Surfactantes.
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ABSTRACT

ANA BEATRIZ SOUZA PEIXE

BIOPROSPECTING AND CHARACTERIZATION OF Pseudomonas spp. STRAINS
PRODUCING BIOSURFACTANTS.

Orientador: Mateus Gomes de Godoy
Coorientador: Thiago Silva de Oliveira

Biosurfactants constitute a promising alternative to synthetic surfactants due to their
biodegradability, low toxicity, and broad applicability across several industrial sectors,
including bioremediation, pharmaceutical, food, and cleaning industries. In view of the
growing demand for sustainable and efficient compounds, this study aimed to isolate,
identify, and characterize Pseudomonas strains from beach and waterfall environments in
Rio de Janeiro, as well as to evaluate their potential for biosurfactant production. Initially,
bacterial isolation and identification were performed using MALDI-TOF mass spectrometry,
followed by taxonomic confirmation through sequencing of the rrs gene, which encodes 16S
rRNA, ensuring greater accuracy in species delimitation. In addition, ERIC-PCR was
employed for molecular typing to identify possible clonal strains. A total of 95 bacterial
strains were isolated, and after the screening process, 12 Pseudomonas strains were obtained,
three of which showed identical genetic profiles by ERIC-PCR, indicating clonal relatedness.
To investigate the biosurfactant-producing potential of the isolated strains, three different
culture media (MSM1, MSM2, and MSM3), formulated with distinct nutritional
compositions (Annex 2), were used. The surface-active capacity of the biosurfactants was
evaluated through surface tension reduction and emulsification index (EI) assays, using two
hydrophobic substrates: soybean oil and n-hexadecane. The results demonstrated that MSM3
was the most efficient medium for producing biosurfactants capable of reducing surface
tension, as it concentrated the samples that exhibited the lowest values observed, indicating
a higher production of compounds with strong surface tension—reducing capacity. In contrast,
biosurfactants produced in MSM1 and MSM2 showed better performance in emulsifying
activity, particularly when evaluated with soybean oil. The biosurfactant produced in MSM2
stood out due to its greater consistency among triplicates and higher emulsification indices,
with values predominantly ranging from 45% to 51%, indicating good stability of the formed
emulsions. Analysis using n-hexadecane revealed greater variability and lower
reproducibility, particularly for the biosurfactant produced in MSM3. Despite these

variations, all strains demonstrated some degree of emulsification under at least one of the



viii
tested conditions, indicating biosurfactant potential with emulsifying activity. Comparison
of the biosurfactants produced in the three culture media highlighted significant differences
in the production profiles of the isolated strains, emphasizing that the synthesis, stability, and
behavior of the molecules produced are highly influenced by nutritional composition and the
type of hydrophobic substrate used in the evaluation. Overall, the results allow the conclusion
that the biosurfactant produced by Pseudomonas wayambapalatensis SDA8 in MSM3 is the
most suitable for studies aimed at maximizing surface tension reduction, whereas MSM1 and
MSM2 are more appropriate for the production of biosurfactants with greater emulsifying
stability, especially when soybean oil is used as the hydrophobic phase. This study

contributed to the selection of promising isolates for biosurfactant production.

Key-words: Bioprospecting; Biosurfactants; Pseudomonas; Surfactants.



RESUMO PARA LEIGOS
ANA BEATRIZ SOUZA PEIXE

ESTUDO DE BACTERIAS DO GENERO Pseudomonas PRODUTORAS DE
BIOSSURFACTANTES.

Orientador: Mateus Gomes de Godoy
Coorientador: Thiago Silva de Oliveira
Os biossurfactantes sao substancias produzidas por microrganismos que funcionam como
“saboes naturais”. Eles chamam aten¢do por serem menos poluentes, menos toxicos € por
terem varias aplicagcdes possiveis, como na limpeza, na industria de alimentos, em
cosméticos e até na recuperacdo de areas contaminadas. Neste trabalho, o objetivo foi
encontrar e estudar bactérias do género Pseudomonas, coletadas em uma cachoeira e em uma
praia do Rio de Janeiro, para descobrir se elas conseguem produzir esse tipo de composto.
Primeiro, as bactérias foram isoladas e identificadas por meio de técnicas modernas que
permitem saber exatamente qual espécie esta sendo analisada. Depois, também foi estudado
o0 DNA dessas bactérias para confirmar essa identificagdo e verificar se algumas delas eram
geneticamente muito parecidas, o que significa que podem ser “clones”. Ao final dessa etapa,
foram obtidas 12 bactérias diferentes do género Pseudomonas, e tré€s delas se mostraram ser
clones. Para testar se essas bactérias eram capazes de produzir biossurfactantes, elas foram
cultivadas em trés tipos diferentes de meios de crescimento. A ideia era ver se elas
conseguiam reduzir a tensdo superficial da dgua, algo parecido com o que o sabdo faz, e se
elas eram capazes de emulsificar 6leos, ou seja, misturar 6leo e agua de forma estavel. Para
1sso, foram testados dois 6leos: dleo de soja e n-hexadecano. Os resultados mostraram que
uma das cepas isoladas e foi a melhor para diminuir a tensdo da dgua, no meio de cultura
MSM3 indicando que ele ajuda as bactérias a produzirem moléculas mais fortes nesse
sentido. J& os meios MSM1 e MSM2 foram melhores para formar emulsdes estaveis,
principalmente quando o 6leo usado era o de soja. Em geral, todas as bactérias apresentaram
algum tipo de atividade relacionada a producdo de biossurfactantes, mesmo que em niveis
diferentes. Essas diferencas entre os meios de cultivo mostram que a forma como o
microrganismo ¢ alimentado influencia muito no tipo ¢ na quantidade de biossurfactante
produzido. No final, foi possivel concluir que 0 meio MSM3 ¢ o mais indicado quando o
objetivo ¢ reduzir a tensdo superficial, enquanto MSM1 e MSM2 s3ao melhores para quem
busca biossurfactantes com maior capacidade de emulsifica¢do. O estudo ajuda a identificar

quais bactérias sdo mais promissoras e quais condi¢des favorecem sua produgdo, servindo



como base para pesquisas futuras que envolvam a purificagdo, caracteriza¢do e aplicagdo

industrial desses biossurfactantes.
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1.INTRODUCAO
1.1 Surfactantes

Surfactantes sdo moléculas anfipaticas, ou seja, elas possuem uma por¢ao
hidrofébica apolar e outra hidrofilica polar (Figura 1). Essa caracteristica concede a
molécula um carater tensoativo, permitindo que se distribua nas interfaces fluidas, que
podem apresentar diferentes graus de polaridade (Veeramanoharan et al., 2024). Desse
modo, os surfactantes possuem a capacidade de alterar as propriedades superficiais e
interfaciais de um liquido, além de conferir solubilidade em solventes polares e apolares

(Daltin, 2011; Fabio et al., 2007).

Figura 1. Representacdo esquematica de uma molécula de tensoativo com suas partes polar e apolar.
(autoria propria)

A porgdo apolar é frequentemente composta por uma cadeia hidrocarbonada,
responsavel pela solubilidade em substancias apolares, como 6leos. Por sua vez, a por¢ao
polar é compostas por grupos hidrofilicos, como carboxilatos, sulfonatos, sulfatos ou
grupos etoxilados, que permitem a interacdo com a agua. Essa porc¢do € responsavel pela
classificagdo dos surfactantes, de acordo com a sua carga, podendo apresentar carater
106nico (anidnico ou catidnico), ndo-idnico ou anfotérico, sendo essa por¢ao responsavel
pela solubilidade em agua (Nitschke ef al., 2002; Saini et al., 2024).

Em uma solugado, as moléculas de agua estdo constantemente interagindo por meio
de forgas intermoleculares, estabelecendo uma atragdo balanceada no interior do liquido
entre as moléculas vizinhas, que forma uma forga vetorial de atragdo nula. No entanto, as
moléculas localizadas nas interfaces (liquido-ar e liquido-liquido) vao apresentar uma
atracdo desbalanceada, de forma que essas moléculas vao sofrer uma forca orientada para

o interior do liquido (Brigodiot et al., 2024). Esse desbalango leva a formagao de uma forgca
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perpendicular a superficie, denominada como a tensdo superficial, conferindo a
caracteristica de resisténcia da superficie do liquido e formacgao de gotas (Daltin, 2011).

As propriedades funcionais dos surfactantes decorrem da capacidade dessas
moléculas de se acumular na interface e de se intercalar entre as moléculas ja presentes.
Esse processo reduz a for¢a de atracdo entre elas, resultando assim na diminui¢ao da tensao
superficial e interfacial (Holmberg et al., 2002; Shaban et al., 2020). Dessa forma, os
surfactantes atuam promovendo a emulsificagdo, processo no qual duas fases imisciveis
sao estabilizadas pela redugdo da tensdo interfacial, permitindo a formac¢ao e manutengao
de emulsoes. Essa propriedade ¢ determinada pela intensidade das forgas de atragdo entre
as moléculas situadas na interface das fases. Quando em uma solucdo contendo fases
imisciveis, como por exemplo a dgua e 6leo, a parte hidrofilica (polar) interage com a fase
aquosa, e a parte hidrofobica (apolar) se solubiliza na fase oleosa (Daltin, 2011;
Niroobakhsh et al., 2019).

Quando em solu¢ao, no momento em que a fase liquido-liquido ¢ completamente
ocupada pelo tensoativo, as moléculas excedentes tendem a se agrupar na interface liquido-
ar. Quando todas essas superficies ja estdo saturadas e ainda resta surfactante livre, ele tende
a se posicionar nas paredes do recipiente criando uma interface solido-liquido. Caso ainda
haja moléculas livres e parcialmente estaveis, que ndo encontrem opg¢odes de adsor¢do nas
superficies disponiveis, ou seja, quando as superficies se tornam saturadas elas irdo se
organizar em micelas (Salager et al., 1993; Ghosh et al., 2020; Barbosa et al., 2022).

As micelas sdo estruturas mais estaveis do que o tensoativo livre e sdo responsaveis
pela solubilizagdo de substancias hidrofobicas insoltiveis em dgua, caracterizando a
capacidade de emulsdo dos tensoativos. Em solucdo aquosa, essas estruturas se organizam
com a por¢do lipofilica voltada para o interior da micela, enquanto em meio oleoso € a
parte hidrofilica que ocupa esse espago. Dessa forma, os tensoativos desempenham um
papel fundamental na formacao e estabilizacdo de emulsdes, promovendo a dispersao
homogeénea de liquidos imisciveis (Berry ef al., 2015).

A concentragdo na qual ocorre a formagdo de micelas ¢ denominada concentracao
micelar critica (CMC), sendo uma propriedade especifica de cada tensoativo, mas que
também pode ser influenciada por fatores externos, como a natureza do solvente,
temperatura, pH e forga idnica da solugdo. (Mabrouk et al., 2023). A partir da CMC, o

aumento da concentracdo de tensoativo ndo provoca mais reducao da tensdo superficial,
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uma vez que a interface liquido-ar ja estd completamente ocupada de forma que novas

moléculas de surfactante nao poderao preencher a superficie (Figura 2) (Daltin, 2011).
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Figura 2. Esquema representativo do comportamento do tensoativo entre as fases fluida e superficial, em
funcdo da tensdo superficial, indicando a CMC. (A) Baixa concentracdo de tensoativo, sem redugio
significativa da tens@o superficial. (B) Moléculas comecam a se posicionar na interface ar-liquido,
reduzindo a tensdo superficial. (C) Saturagdo da interface. A tensdo superficial atinge seu valor minimo
proximo & CMC. (D) Formagdo de micelas no meio. A partir da CMC, a tensdo superficial se estabiliza,
e as moléculas excedentes formam estruturas micelares. (autoria propria)

1.2 Aplicacdes industriais dos surfactantes

Devido as suas propriedades anfifilicas, os surfactantes (ou tensoativos) sdo
amplamente empregados em diversos setores industriais (Saini et al., 2024). Um dos
fatores que norteiam a utilizag¢do dos surfactantes em determinada classificacdo € a carga
da porcao polar (Daltin, 2011). Os tensoativos anidnicos sao a classe mais utilizada,
principalmente pela sua grande aplicacdo na industria de detergentes devido a sua alta
capacidade de limpeza e formac¢ao de espumas, além disso também sao utilizados como
agentes molhantes e emulsificantes (Jozanovi¢ et al., 2021). Por sua vez, os tensoativos
catidnicos sdo mais frequentemente empregados como amaciantes de tecidos, agentes
antiestaticos, produtos para o cabelo, inibidores de corrosdo, dispersantes de particulas
e emulsificantes, além de possuir atividade antimicrobiana (Gongalves et al., 2023).

Os surfactantes anfotéricos possuem grupos carregados positivamente e

negativamente na mesma molécula, sendo muito versateis e abundantes, podendo ser



aplicados na industria alimenticia como emulsificante alimentar em produtos como
maionese ¢ em muitos produtos de cuidados pessoais, como shampoos e sabonetes
liquidos (Sarkar et al., 2021). Por fim, os surfactantes ndo idnicos sdo geralmente
utilizados em alimentos (como margarina e sorvete), produtos farmacéuticos e
cosméticos. Sua principal vantagem reside na sua compatibilidade com outros tipos de
surfactantes e na baixa toxicidade, o que os torna ideais para aplicagcdes em contato com
a pele e para consumo (Hayes et al., 2019; Khan, et al., 2022).

No setor agricola, por exemplo, eles sdo essenciais na formulacdo de
nanoemulsdes que funcionam como veiculos para agentes fitossanitarios com atividade
inseticida. Além disso, contribuem para a biorremediacao de solos contaminados por
agrotoxicos (Silva et al, 2025). Nas industrias farmacéutica e de cosméticos, esses
compostos sdo fundamentais na fabricacdo de produtos de higiene pessoal, cuidados
com a pele e na formulagdo de farmacos (Bhattacharya et al., 2017). Adicionalmente,
na industria petrolifera, a aplicagdo de surfactantes abrange desde as operacdes de
perfuragdo até o tratamento do petroleo. Isso se justifica pelo fato de que o petroleo
bruto ¢ frequentemente extraido na forma de uma emulsao de d4gua em 6leo, tornando a
acdo dos surfactantes crucial para a quebra dessa emulsio e o subsequente

processamento do produto (Salager ef al., 2019).

1.3 Toxicidade dos surfactantes quimicos

Devido a sua ampla aplicagdo em diversos setores industriais, como citado
anteriormente, os surfactantes quimicos sdo utilizados em grandes volumes. Essa
utilizacdo se estende até a utilizagdo para a higienizacao, tanto no meio industrial quanto
doméstico (Nunes et al., 2022). Cerca de 60% desses compostos utilizados sdo liberados
no ambiente aquatico apds o uso, correspondendo a aproximadamente sete milhdes de
toneladas desses compostos lancadas anualmente no meio ambiente em escala global
(Arora et al., 2023a). Diante desse cenario torna-se necessaria uma atencao especial a
toxicidade desse composto, devido aos potenciais impactos ambientais associados ao
seu acumulo nos ecossistemas aquaticos.

A origem desses compostos tensoativos ¢ a principal problematica ambiental
relacionada ao uso extensivo dos surfactantes, visto que a maioria desses compostos sao
derivados de fontes nao renovaveis e nao biodegradaveis como o petroleo. Além disso,
a natureza anfipatica dessas moléculas permite que elas atuem como agentes

carreadores, formando micelas que encapsulam e facilitam a disseminacao de poluentes

15



hidrofobicos e de substancias como metais pesados. Este aumento na mobilidade dos
contaminantes representa um risco toxicologico ampliado e persistente para a biota
local, causando danos adicionais ao ecossistema (Saxena et al., 2023).

Outra problematica relacionada ao uso desses compostos quimicos ¢ a formagao
de espumas. Essas espumas dificultam a autodepuracgao natural dos efluentes (Arora et
al., 2023b). Além disso, contribuem para a formagao de pelicula isolante na superficie
da 4gua, o que reduz a concentracio de oxigénio dissolvido. Esses compostos também
apresentam alta toxicidade direta aos organismos aquaticos presentes nos corpos
hidricos que recebem os efluentes. Esses fatores, portanto, contribuem para o
desequilibrio ecologico (Cunha et al, 2000).

Levando em consideragdo a utilizacdo de tensoativos em produtos de higiene,
beleza e limpeza, ¢ comum que esses compostos sejam manipulados com as maos
desprotegidas. Isso gera preocupagdes em relagdo aos efeitos dermatoldgicos causados
por esses agentes, como por exemplo reagdes alérgicas e irritagdes cutdneas de
diferentes graus. Esses casos podem ser provocados tanto pela penetragdo dos
compostos na pele quanto pela a¢do das micelas, que removem a camada de gordura
protetora da epiderme (Daltin, 2011; Salomon ef al., 2022).

Por ser um produto derivado do petrdleo, a escassez de recursos petroquimicos
¢ associada ao alto custo e a instabilidade do mercado desses insumos. Além disso,
sabendo da alta toxicidade desses compostos e com o objetivo de mitigar os impactos
da poluicdo aquatica e ambiental, tem-se observado uma demanda crescente por
produtos biodegradaveis (Mgbechidinma et al., 2022). Esses produtos sao
desenvolvidos com base nos principios da sustentabilidade e visam reduzir os efeitos
negativos sobre o meio ambiente (Wang et al., 2021). A pesquisa cientifica tem se
voltado, cada vez mais, para o aproveitamento de fontes bioldgicas, naturais e
renovaveis tendo como objetivo viabilizar a producao de compostos mais sustentaveis.
Neste contexto, a busca por alternativas mais ecologicamente responsaveis levou ao
estudo e desenvolvimento dos biossurfactantes, que se apresentam como uma
promissora alternativa ao uso dos surfactantes quimicos (Veeramanoharan e Kim,

2024).

1.4 Biossurfactantes
Os biossurfactantes sdo compostos tensoativos produzidos por microrganismos,

sendo produtos das atividades metabdlicas de bactérias, leveduras e fungos filamentosos
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(Madaki e Rabi’u, 2025). Assim como suas contrapartes sintéticas, os biossurfactantes
apresentam uma estrutura tipica formada por uma regido hidrofébica, geralmente
compostas por cadeias de hidrocarboneto de um ou mais acidos graxos que podem ser
saturadas, insaturadas, hidroxiladas ou ramificadas. Por sua vez, a regiao hidrofilica dos
tensoativos pode incluir grupos quimicos como ésteres, hidroxilas, fosfatos,
aminoacidos ou carboidratos (Kubicki et al., 2019).

Devido a essa natureza bioldgica, esses compostos possuem formas e estruturas
diversas, fazendo com que possa atender atividades especificas (Otzen, 2017; Farias et
al., 2021). Sendo assim, os biossurfactantes sdo potenciais alternativas ao uso dos
surfactantes quimicos nos processos industriais € podem ser aplicados com sucesso em

diversas areas (Quadro 1).

Quadro 1. Principais aplica¢des industriais dos biossurfactantes.
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Funcgoes Campos de aplicacio
Emulsionantes e dispersantes Cosméticos, tintas, biorremediagao, oleos e alimentos
Solubilizantes Produtos farmacéuticos e de higiene
Agentes molhantes e penetrantes Produtos farmacéuticos, téxteis e produtos de limpeza
Detergentes Agricultura, limpeza doméstica e industrial
Agentes espumantes Produtos de higiene, cosméticos e bebidas
Agentes espessantes Tintas e alimentos
Formadores de vesiculas Nanotecnologia e cosméticos
Fator de crescimento microbiano Biotecnologia e fermentacao industrial
Demulsificantes Tratamento de efluentes e recuperagéo de petroleo
Dispersantes Formulagdes farmacéuticas
Fungicida Controle bioldgico de fitopatogenos
Agente de recuperacio Recuperagio terciaria de petroleo (MEOR)

Adaptado de Saini et al., 2024.

A principal aplicacdo dos biossurfactantes estd no setor de recuperagao avangada
de petroleo (EOR) e na remediacdo ambiental. Na EOR, sdo utilizados para reduzir a
tensdo interfacial entre as fases 6leo e dgua/rocha, o que ¢ essencial para superar as
forgas capilares que ret€ém o petroleo nos reservatdrios € promover sua extracao (Xi et
al., 2021). Além disso, surge como tecnologia emergente na biorremediacao de solos
contaminados, sua fun¢do ¢ aumentar a biodisponibilidade de contaminantes
hidrofébicos (como hidrocarbonetos e metais pesados) para os microrganismos por
meio da solubilizacdo micelar (acima da CMC), que encapsula os poluentes, ¢ da
mobiliza¢cdo dos contaminantes do solo e da 4gua, facilitando sua degradacao e remog¢ao

dos ecossistemas (Sun et al., 2019).



Na industria alimenticia, atuam como agentes emulsificantes e estabilizantes
naturais em produtos como maionese e sorvetes, visando a substituicdo de aditivos
sintéticos (Ribeiro et al., 2020). Na industria farmacé€utica, sao exploradas a atividade
antimicrobiana (antifungica, antibacteriana) e, sobretudo, anti-adesiva, sendo cruciais
na inibicdo da formagdo de biofilmes por patdégenos (Adnan et al., 2021). Na
nanotecnologia, sdo valorizados como agentes estabilizantes e dispersantes
ecologicamente corretos na sintese de diversas nanoparticulas, consolidando seu papel
em multiplas frentes de desenvolvimento tecnoldgico e sustentdvel (Femina et al.,
2024).

Além das aplicagdes industriais, os biossurfactantes possuem fungodes
fisiolodgicas muito importante para os microrganismos que os produzem (Ceresa et al.,
2023). Uma das principais fungdes ¢ a solubilizagdo e emulsificagdo de compostos
hidrofébicos, como hidrocarbonetos, permitindo que os microrganismos utilizem esses
substratos como fonte de carbono (De Clercq et al., 2021). Além disso, os
biossurfactantes também atuam na modulagdo de biofilmes, tanto na formagao quanto
na dispersdo dessas estruturas que sdo importantes para a prote¢do das comunidades
microbianas no meio ambiente (Sharma et al., 2021). Essas moléculas também podem
possuir propriedades antimicrobianas, antivirais € imunomodulatérias, contribuindo
para a defesa do microrganismo produtor contra competidores e patogenos (Varjani e
Upasani, 2017).

Considerando suas fungdes biologicas e sua relevancia ecologica, os
biossurfactantes apresentam certas vantagens quando comparados aos surfactantes
quimicos (Pardhi et al., 2022; Van Hamme ef al., 2006). Entre elas, destacam-se: maior
biodegradabilidade, o que permite sua rapida degradagdo na agua e no solo; maior
estabilidade em condi¢des extremas de temperatura e concentragdo de sais, que
normalmente inativam surfactantes convencionais; biocompatibilidade; maior atividade
superficial e interfacial em baixas concentracdes; além de maior biodisponibilidade e
aceitacdo ecologica (Abbot et al., 2022). Sendo assim, atualmente os biossurfactantes
estdo recebendo grande atencdo por serem compostos mais sustentaveis e
ecologicamente corretos.

Os biossurfactantes podem ser classificados de acordo com o tipo de grupamento
hidrofilico da molécula. As principais classes incluem: glicolipideos, lipopeptideos,

fosfolipideos, acidos graxos, surfactantes particulados e surfactantes poliméricos, que
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podem ser produzidos por diferentes grupos de microrganismos (Quadro 2) (Madak et

al., 2025; Nitschke et al., 2002; Otzen, 2017).

Quadro 2. Principais classes de biossurfactantes ¢ microrganismos envolvidos.
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Classe de Biossurfactante Microrganismos Referéncia
produtores
Glicolipideos
Ramnolipideo Pseudomonas putida (Biktasheva et al., 2022)
(Roberto De Oliveira et
Soforolipideo Starmerella bombicola al.,2-015)
Rhodococcus (Tadayon Tajabadi et al.,
Tralolipideo erythropolis 2023)
Lipopeptideo
Surfactina Bacillus velezensis (Guimaraes et al., 2021)
Pseudomonas
Viscosina fluorescens (Alsohim et al., 2014)
Polimixina Paenibacillus polymyxa (Kubicki et al., 2019)
Acidos graxos, lipidios neutros e
fosfolipidios
Lipideos neutros Paenibacillus polymyxa
(Tadayon Tajabadi et al.,
Acidos graxos Corynebacterium lepus 2023)
Fosfolipideos Thiobacillus thiooxidans
Surfactantes poliméricos
Acinetobacter
Emulsan calcoaceticus
Acinetobacter (Tadayon Tajabadi et al.,
Biodispersan calcoaceticus 2023)
Liposan Yarrowia lipolytica

Os glicolipidios e os lipopeptideos representa as classes de biossurfactante mais
estudadas recentemente, principalmente devido a sua alta capacidade de reduzir a tensao
superficial (Dini ef al., 2024; Salek et al., 2022). Além disso, essas classes tém sido
descritas como potenciais agentes biocidas, podendo evitar a colonizacao de bactérias e
a formacao de biofilmes (Dardouri et al., 2021). Entre os glicolipideos, os ramnolipideos
se destacam por sua expressiva eficacia significativa na redu¢do da tensdo e por sua
versatilidade de aplicagdo, especialmente em formulagdes antimicrobianas e no

processo de limpeza de superficies contaminadas (Thakur et al., 2021).

1.4.1 Ramnolipideos
Os ramnolipideos sdo biossurfactantes pertencentes a classe dos glicolipideos e

sdao reconhecidos por suas propriedades tensoativas excelentes (Drakontis € Amin,
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2020). Eles sao caracterizados por uma por¢ao hidrofobica composta por uma, duas ou
até trés cadeias de acidos graxos, com comprimento variando entre 8§ e 16 carbonos
(Tiso et al., 2017). J& a fracdo hidrofilica ¢ formada por unidades de ramnose, podendo
conter uma ou duas unidades de ramnose unidas por uma ligagdo glicosidica, sendo
classificados, respectivamente, como mono ¢ di-ramnolipideos (Figura 3) (Dardouri et

al., 2021).

(a) (b) .
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Figura 3. Estruturas de (A) mono-ramnolipideos e (B) di-ramnolipideos. Adaptada de Jahan et al., 2020.

A producao de ramnolipideos ¢ fortemente influenciada por fatores fisico-
quimicos, como pH, temperatura, agitacao e disponibilidade de oxigénio (Eslami et al.,
2020). Essas varidveis exercem um papel modulador no crescimento e na atividade
celular, impactando diretamente a quantidade e a qualidade dos biossurfactantes
produzidos (Blunt ef al., 2022). Além disso, a concentracdo de nutrientes essenciais,
como carbono, nitrogénio, fosforo e manganés, constitui outro fator critico na sintese
desses tensoativos (Varjani e Upasani, 2017).

A estrutura dos ramnolipideos também desempenha um papel determinante em
suas propriedades fisico-quimicas e aplicagdes. Caracteristicas como o nimero de
residuos de ramnose e o comprimento das cadeias de acidos graxos influenciam
diretamente sua bioatividade e comportamento superficial (Wittgens et al., 2018). Em
funcdo dessas caracteristicas estruturais, os ramnolipideos apresentam eficiéncia de
redu¢do da tensdo superficial comparavel a de surfactantes quimicos. Enquanto a agua
pura possui tensdo superficial de aproximadamente 72 mN/m, esses biossurfactantes
podem reduzi-la para cerca de 30 mN/m (Mohanty et al., 2021).

Além disso, os ramnolipideos exibem valores de concentragdo micelar critica
(CMC) consideravelmente menores que muitos surfactantes sintéticos, variando entre
6,5 mg/L e 200 mg/L, dependendo do tipo de ramnolipideo e das condigdes ambientais,

como pH, temperatura e agitagdo (Hayes e Solaiman, 2019). Essas propriedades



contribuem para suas destacadas capacidades detergentes, emulsificantes e dispersantes,
tornando-os alternativas promissoras para diversas aplicagdes industriais € ambientais
(Varjani e Upasani, 2017).

Além do desempenho fisico-quimico, os ramnolipideos se destacam por sua
atividade bioldgica. Seu mecanismo de acdo sobre membranas celulares confere forte
atividade antimicrobiana, atuando na desestabilizacao da bicamada lipidica, aumento da
permeabilidade e eventual lise celular, sendo eficazes contra bactérias, fungos e
biofilmes (Ptaza e Achal, 2020; Abdel-Mawgoud et al., 2009). Em paralelo, sob
condi¢des adequadas, esses biossurfactantes apresentam baixa toxicidade e boa
biocompatibilidade, favorecendo sua utilizacdo em formulagdes cosméticas,
farmacéuticas e biomédicas (Ceresa et al., 2023; Simms ef al., 2023).

Por fim, aplicagdes mais recentes t€ém explorado o potencial dos ramnolipideos
como agentes na remog¢ao de biofilmes em equipamentos médicos (Parreira et al., 2015).
Ademais, sua capacidade de formar micelas, vesiculas e outras estruturas
supramoleculares os posiciona como candidatos promissores para uso em
nanotecnologia, ampliando ainda mais seu leque de aplicagdes em sistemas sustentaveis
e inovadores (Marchant e Banat, 2012).

1.5.1 Bactérias do género Pseudomonas

As bactérias do género Pseudomonas pertencem ao grupo das bactérias Gram-
negativas, aerobias, metabolicamente versateis e amplamente distribuidas em diferentes
ambientes naturais, como solos, aguas doces, ambientes marinhos e superficies
associadas a plantas e animais (Silby et al., 2011). Esse género se destaca pela elevada
capacidade de adaptacdo a condi¢des ambientais adversas, resultado de seu amplo
repertdrio metabdlico, que permite a utilizagdo de diversos compostos organicos como
fonte de carbono e energia (Saati ef al.,2022). Além disso, espécies de Pseudomonas
apresentam grande relevancia biotecnoldgica e ambiental, sendo reconhecidas pela
producao de metabdlitos de interesse, como enzimas, pigmentos, antibidticos e
biossurfactantes, bem como pelo seu papel em processos de biorremediagdo. Devido a
essas caracteristicas, o género Pseudomonas tem sido amplamente estudado em
diferentes 4reas da microbiologia, especialmente em pesquisas voltadas ao
desenvolvimento de solugdes sustentaveis e aplicacdes industriais (Chauhan et al.,

2023).
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As bactérias do género Pseudomonas sao consideradas as principais produtoras
de biossurfactantes do tipo ramnolipideo. Dentro desse género, a espécie Pseudomonas
aeruginosa, embora patogénica, ¢ a mais estudada e reconhecida pela sua elevada
eficiéncia na producao desses compostos (Chang et al., 2021). No entanto, a sintese de
ramnolipideos nao se restringe a essa espécie, podendo também ser realizada por outras
espécies do género Pseudomonas (Quadro 3). Os ramnolipideos produzidos por esse
género bacteriano podem apresentar diferentes homoélogos, sendo o mono-ramnolipideo
o produto predominante. Essa predominancia ¢ relevante, pois esse tipo de estrutura
impacta significativamente a eficiéncia do tensoativo. De modo geral, os mono-
ramnolipideos apresentam menor CMC e maior capacidade de solubiliza¢do micelar do

que os di-ramnolipideos (Abdel-Mawgoud et al., 2009; Wittgens et al., 2018).

Quadro 3. Algumas espécies de Pseudomonas descritas como produtoras de ramnolipideos
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Espécie Tipo de ramnolipideo Referéncia

Pseudomonas chlororaphis Mono-RL com C10-C8, C10-C10,

C12-C10, C12:1-C10, C12-C12, Wittgens et al. 2017

Pseudomonas putida RLa (congenero nao identificado) Tiso et al., 2016
Pseudomonas fluorescens RLa (congenero nao identificado) Sharma et al., 2014
Pseudomonas monteilii RLa (congenero ndo identificado) Kumari ef al, 2022

Adaptada de Abdel-Mawgoud et al., 2010

As bactérias do género Pseudomonas sao constantemente descritas em processos
biotecnoldgicos em diferentes areas de pesquisa (Chauhan et al., 2023). Como por
exemplo, na biocatalise industrial, plataforma de producdo de proteinas recombinantes
e controle biologico na agricultura (Liu et al., 2022; Nikel e de Lorenzo, 2018; Retallack
et al., 2012). Além disso, elas possuem uma grande flexibilidade fisiologica, podendo
se adaptar a diferentes niveis de condi¢cdes ambientais (Cui ef al., 2023). Essas bactérias
sdo capazes de crescer em uma ampla faixa de temperatura, geralmente entre 4°C e
42°C, além de tolerarem variagdes moderadas de pH, desenvolvendo-se bem entre pH
6,0 e 8,0. Também suportam diferentes niveis de pressdo osmotica, incluindo
concentragdes salinas de até 3 — 4% de NaCl (Muslu et al., 2020).

Outra caracteristica importante que leva essas bactérias a serem amplamente
exploradas na pesquisa € a sua versatilidade metabolica. As Pseudomonas possuem a
capacidade de utilizar ampla gama de substancias organicas como fonte nutricional.

Além disso, esses compostos podem atuar como precursores na producao de metabolitos



secundarios reconhecidos como potenciais produtos biotecnoldgicos (Craig et al., 2021;

Orellana-Saez et al., 2019).

1.5.2 Bioprospeccao de Pseudomonas produtoras de biossurfactantes

A bioprospecgao de microrganismos capazes de produzir biossurfactantes tem
ganhado crescente relevancia devido ao potencial desses compostos em processos
industriais, ambientais e biotecnoldgicos (Cerqueira dos Santos et al., 2024). Como
mencionado anteriormente, bactérias do género Pseudomonas destacam-se pela elevada
versatilidade metabolica e pela ampla capacidade de sintese de biossurfactantes,
especialmente do tipo ramnolipideo. O isolamento de novas cepas permite a
identificacao de variantes com maior eficiéncia de produgao, estabilidade em diferentes
condi¢des ambientais e perfis estruturais diferenciados, o que pode ampliar o espectro
de aplicacdes desses compostos (Ghazi Faisal et al., 2023a).

A busca por novas linhagens produtoras também ¢é fundamental para superar
limitacdes associadas as cepas convencionalmente utilizadas, como a patogenicidade da
Pseudomonas aeruginosa. Nesse contexto, o isolamento de Pseudomonas spp.
provenientes de ambientes como solo e 4gua oferece uma estratégia eficaz para
encontrar novos microrganismos que apresentem menor patogenicidade (Kumar et al.,
2021).

Entre as espécies mais promissoras, destacam-se Pseudomonas chlororaphis e
Pseudomonas putida. A P. chlororaphis ¢ reconhecida pela capacidade de produzir
compostos bioativos e biossurfactantes associados ao controle biologico, além de
apresentar bom desempenho na emulsificacdo de hidrocarbonetos e na biorremediagado
(Karas et al., 2023). Ja P. putida ¢ amplamente explorada na biotecnologia devido a sua
robustez fisiologica, facilidade de cultivo e de metabolizar compostos hidrofobicos,
tornando-a uma candidata ideal para a produgao de biossurfactantes e para processos de
degradacao de poluentes organicos (Michalska et al., 2020).

Dessa forma, o isolamento e a caracterizacao de novas cepas de Pseudomonas
produtoras de biossurfactantes representam etapas essenciais para o avanco da
biotecnologia microbiana. Além de possibilitar a descoberta de moléculas com
propriedades inéditas, esses estudos contribuem para o desenvolvimento de solugdes
mais eficientes e ambientalmente adequadas em setores como biorremediagao,

agricultura, industria farmacéutica e cosméticos. Assim, investir em bioprospec¢ao
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microbiana ¢ uma estratégia chave para expandir o portfolio biotecnologico e

impulsionar alternativas sustentaveis de produgao (Miao et al., 2024).

1.6 Mercado dos biossurfactantes

Devido a crescente conscientizagdo da populagdo sobre a preocupacao ecologica,
a procura por materiais de fontes renovaveis tem sido crescente. Dessa forma o mercado
global dos biossurfactantes tem sido impulsionado (Ambaye et al., 2021). Em 2023, o
valor de mercado dos biossurfactantes foi estimado em aproximadamente US$ 4,41
bilhdes, com projecdes indicando que podera atingir até USS$ 6,71 bilhoes até 2032 (Grand
View Research, 2024). Esse crescimento estd atrelado a substitui¢do de surfactantes
sintéticos por alternativas sustentaveis como os biossurfactantes em setores de limpeza
doméstica, cuidados pessoais, processamento de alimentos e agricultura (Singh et al.,
2019; Grand View Research, 2024).

A Europa representou cerca de 48,5% da participagdo total em pesquisas sobre
biossurfactantes em 2023, liderando o mercado global, principalmente devido a forte énfase
em biotecnologia industrial e politicas ambientais rigorosas (Fortune Bussiness Insights,
2024). No Brasil, esse mercado apresenta potencial significativo devido a abundancia de
matérias-primas renovaveis e pelo interesse crescente em solugdes ecologicas (Brumano et
al., 2016).

Além de iniciativas empresariais, instituicdes académicas brasileiras tém
contribuido significativamente para o avanco do mercado de biossurfactantes. Foi
inaugurada em 2009 uma unidade-piloto para a produ¢do de biossurfactantes da Instituto
de Quimica da UFRJ com financiamento da Petrobras. Sendo uma instalacdo pioneira no
Brasil, ela possui a capacidade de produzir 200 litros por semana, e visa desenvolver
detergentes biodegradaveis a partir de glicerina, subproduto abundante da producao de
biodiesel, para aplicagdes na limpeza de areas contaminadas por derramamentos de 6leo,
tanto no solo quanto no mar (Correio Braziliense, 2009; Conexao UFRIJ, 2009).

Atualmente, matérias-primas derivadas de combustiveis fosseis sao mais baratas do
que recursos renovaveis. No entnto, com a utilizacdo maciga das fontes nao renovaveis,
essa tendéncia provavelmente se revertera no futuro, tendo a necessidade da procura por
materiais de fonte renovavel. Com isso, aumentando ainda mais as perspectivas de longo
prazo de surfactantes de base biologica (Nagtode et al., 2023). A versatilidade de produtos
quimicos disponiveis para converter acidos graxos e outras matérias-primas de base

biologica em surfactantes vidveis e uteis apresenta as estimativas de crescimento para os
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proximos anos. Esse crescimento estad atrelado com o uso crescente de manufatura verde
(Mohanty et al., 2021).

Diante desse cenario, pode-se afirmar que os biossurfactantes representam
alternativas sustentaveis frente aos desafios ambientais e econdmicos atuais. A crescente
demanda por processos e produtos ecologicamente corretos, aliada aos avangos da
biotecnologia, tende a impulsionar o desenvolvimento de novos biossurfactantes (Poomalai
et al.,2024). Esse movimento também favorece a sua aplicacdo desses compostos em larga
escala nos mais diversos setores industriais (Drakontis e Amin, 2020). Dessa forma, espera-
se que a inovagao tecnologica e maior conscientizagdo ambiental acelerem a transi¢do para
modelos produtivos mais sustentaveis. Nesses modelos, os quais os biossurfactantes podem
desempenhar um papel fundamental na substituicdo dos surfactantes sintéticos e na

promogao de uma economia mais verde e circular (Dong et al., 2024).



2. JUSTIFICATIVA

Apesar da ampla utilizagdo dos surfactantes quimicos em diversos setores
industriais, sua aplicacao tem despertado preocupagdes quanto a seguranga toxicoldgica
e aos impactos ambientais. Estudos indicam que certos tipos de surfactantes estdo
associados ao surgimento de doengas como dermatites em humanos. Essas moléculas
também podem apresentar elevada toxicidade para organismos aquaticos, representando
uma ameaga a biodiversidade marinha. Além disso, esses compostos sdo, em sua
maioria, derivados de fontes ndo renovaveis, como o petrdleo. Esse fator agrava sua
pegada ambiental e levanta diividas sobre a viabilidade de seu uso a longo prazo.

Nesse contexto, os surfactantes de origem bioldgica tém despertado interesse
crescente. Isso se deve as suas propriedades eficazes na redugdo de tensao superficial,
além de serem biodegradéveis, biocompativeis e apresentarem menor toxicidade quando
comparados as suas contrapartes quimicas. Esses atributos os tornam alternativas
promissoras aos surfactantes sintéticos, especialmente em um cenario global que busca
solugdes mais sustentaveis.

Do ponto de vista biotecnologico, varios estudos vém sendo realizados com foco
na busca por novas cepas bacterianas com potencial biotecnoldgico. Além disso, a
otimizacdo das condi¢des de cultivo também vem sendo estudada. Fatores como pH,
temperatura e fontes de carbono e nitrogénio tém sido amplamente investigados para
aumentar a producdo e a eficiéncia dos biossurfactantes.

A espécie P. aeruginosa ¢ amplamente reconhecida como a mais eficiente
produtora de biossurfactantes do tipo ramnolipideo. Essa eficiéncia esta relacionada a
sua elevada capacidade de sintese e ao alto rendimento obtido em condigdes
laboratoriais controladas. No entanto, outras espécies do género Pseudomonas também
tém demonstrado potencial promissor na producdo desses. A prospeccdo de novas
bactérias desse género amplia as possibilidades de aplicacdo industrial dos
ramnolipideos.

Apesar de seu elevado desempenho produtivo, o uso industrial de P. aeruginosa
pode ser desencorajado. Isso se deve ao seu cardter de patdogeno oportunista, que
representa um risco a saide humana. Além de ser uma caracteristica indesejavel para
produtos biotecnoldgicos. Como consequéncia, pesquisas tém sido direcionadas a busca
por alternativas mais seguras. Espécies ambientais e ndo patogénicas, como P. putida,

P. fluorescens e P. chlororaphis e entre outras, vém sendo investigadas como candidatas
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vidveis para a producdo de ramnolipideos de forma segura e eficiente em escala
industrial. Assim, torna-se importante explorar novas espécies de Pseudomonas spp. nao
patogénicas com potencial produtor de biossurfactante, especialmente em ambientes

brasileiros ainda pouco investigados.
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3.0 OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

O objetivo geral deste projeto € realizar o isolamento e bioprospeccao de cepas
ambientais de Pseudomonas spp. para a produc¢do de biossurfactantes, avaliando a

producao do tensoativo produzido pelas estirpes isoladas, caracterizando sua atividade.

3.2 Objetivos especificos
e Isolar cepas de Pseudomonas spp. a partir de amostras ambientais (dgua e

sedimento) coletadas de dois pontos do estado do Rio de Janeiro;
e Identificar morfologicamente e molecularmente as cepas isoladas;

e Realizar a bioprospeccao de estirpes de Pseudomonas isoladas em relacao a
produgdo de moléculas com propriedade biosurfactante/bioemulsificante apds

cultivo submerso em trés meios de cultura distintos;
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4. MATERIAIS E METODOS

Com o objetivo de facilitar a compreensdo das etapas experimentais empregadas
neste estudo, foi elaborado um fluxograma que sintetiza o delineamento metodologico
adotado para o isolamento, triagem, identificacdo e caracterizagcdo dos isolados bacterianos
de interesse. Essa representacdo esquematica permite uma visualizagdo da sequéncia de
procedimentos realizados, desde a obtengdo das amostras ambientais até as analises

fenotipicas e moleculares aplicadas aos isolados selecionados.

Gram + —  Descarta

Processamento das 3
Coleta de ; i Caracterizagio
" moculo .
AMOStras de Agua mm———p Tooes S — morfologica e
. y em 3 meios " o
¢ sedimento; : coloragio de Gram;
seletivos; = e
Gram - — MALDI-TOF
Nio
Pseudomonas
P.\'(‘h‘n‘[!d’”r"!li.\'
Afihagio taxonomica Avaliagdo de De .
. 0 sscarta
Tipagem molecular por por sequenciamento € atividades
ERIC-PCR do gene ris tensoativas

Figura 4. Fluxograma simplificado do desenho experimental do projeto.
4.1 Isolamento e obtenc¢io das cepas

Com a inten¢do de isolar cepas bacterianas de origem ambiental, foram
selecionadas areas de coleta com menor influéncia de impactos antropogénicos. Para
isso, escolheram-se dois pontos no estado do Rio de Janeiro: a Praia da Reserva de
Grumari (= 23°02'59" S; 43°31'50" W) e a Cachoeira das Almas, situada no Parque
Nacional da Tijuca (= 22°56'56" S; 43°17'10” W) onde foram coletadas amostras de
agua e sedimento de ambos os locais.

Foram coletados aproximadamente 250 mL de 4gua e 100 gramas de sedimento
com o auxilio de frascos de vidro e tubos tipo Falcon estéreis, respectivamente, em
ambos os ambientes escolhidos. Em seguida, o material foi transportado para ser
processado no laboratorio conservado em caixas de isopor contendo gelo.

Visando gerar um enriquecimento das cepas do género alvo, foram inoculados

10 ml de amostra de 4gua em frascos Erlenmeyer contendo 200 ml do meio de Cetrimide



ou Meio Buffered Marine Yeast (Anexo I), mantidas em agitacdo a 170 rpm por 24 horas
a 28 °C. Por sua vez, as amostras de sedimento foram diluidas em solugéo salina (0,8%),
em uma proporcao 1:10 (m/v).

Para o isolamento das cepas bacterianas, as amostras de agua enriquecidas e as
amostras de sedimento diluidas foram inoculadas (20 pL de cada dilui¢do), através do
método de espalhamento, em cinco meios de cultura, visando favorecer o crescimento
de microrganismos do género Pseudomonas. Para tal, foram utulizados os meios de
cultivo: Agar MacConkey (KASVI), Agar Cetrimide (KASVI), Agar de Carbono,
Calcio e Citrato (ACC), Agar Acetamida Cetrimide Glicerol Manitol e Agar Buffered
Marine Yeast (Atlas, 2010) (Anexo I).

As placas foram incubadas a 30 “C por um periodo de 24 — 120 h. Foram
selecionadas para isolamento todas as colOnias bacterianas que apresentaram
crescimento. Nos casos em que houve grande similaridade entre os morfotipos das
colonias em um mesmo meio de cultura e mesma dilui¢do, foram escolhidas trés
colonias do mesmo morfotipo. Os isolados bacterianos obtidos foram criopreservados
em meio LB (Luria Bertani) (Anexo I) contendo 20% de glicerol, em freezer (-18 'C) e
em ultrafreezer (-80 “C).

A nomenclatura das cepas isoladas foi padronizada de acordo com caracteristicas
da amostra e do processo de isolamento. A primeira letra indica o tipo de amostra, sendo
A para dgua e S para sedimento. A segunda letra corresponde ao local de coleta: D para
agua doce (Cachoeira das Almas) e S para dgua salgada (Praia de Grumari). Para as
amostras de 4gua, uma terceira letra indica a etapa de enriquecimento, sendo C para
Cetrimide e M para Meio Buffered Marine Yeast. A Ultima letra identifica o meio de
cultura em que o isolado foi obtido: A para 4gar MacConkey, B para dgar Cetrimida, C
para dgar ACC, D para dgar Cetrimida-Cetamida-Manitol e E para 4gar Buffered Marine
Yeast. Por fim, a numera¢ao indica a ordem de descri¢ao dos isolados. Como exemplo:
A cepa ADCC12 foi isolada de 4gua doce (Cachoeira das Almas), enriquecido em meio
Cetrimida e isolado no meio ACC. Por sua vez a cepa SS1XA4 — isolado de sedimento

de 4gua salgada (Praia de Grumari) e isolado no meio MacConkey.
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4.2 Caracterizacao morfoldogica de colonias
Durante o isolamento, as colonias bacterianas selecionadas foram submetidas a
caracterizacdo morfoldogica macroscopica, levando em consideracdo os seguintes

parametros:

e Cor: As colonias foram classificadas de acordo com a coloragdo ou pigmentagao
apresentada;

e Forma da colonia: A andlise considerou o contorno geral da coldnia, que
puderam ser classificados como circular, irregular, rizoide, entre outras.

e Formato da borda: As margens das colonias foram avaliadas quanto a
regularidade e padronizacdo, sendo descritas como: lisa (regular), ondulada,
lobada (com protrusdes arredondadas) ou denteada (com projecdes
pontiagudas).

e Elevagdo: Este parametro se referiu ao perfil vertical da colonia em relagao a
superficie do meio de cultivo, sendo categorizado como: convexa alta, convexa
baixa, centro satélite, centro deprimido ou papiliforme (aspecto de pequenas
elevacdes no centro).

e Superficie: A textura superficial foi analisada, sendo classificada como lisa,
rugosa, pregueada (com dobras visiveis) ou circulos concéntricos.

e Consisténcia: Foi avaliada por meio do toque com alga bacterioldgica, e as
colonias serdo descritas como cremosas (macias € homogéneas), viscosas
(pegajosas), granulosas (com granulos perceptiveis) ou secas (quebradigas ou
pulverulentas).

e Transparéncia: As colonias foram avaliadas em relacdo a passagem de luz, sendo
categorizadas como opaca (nao translicida), translucida (permite a passagem

parcial da luz) ou transparente (permite a passagem total da luz).

4.3 Coloraciao de Gram

A coloragdo de Gram foi realizada com o objetivo de caracterizar a
morfotintorialmente as bactérias isoladas. As laminas foram preparadas a partir de
culturas bacterianas frescas que foram espalhadas em fina camada juntamente com uma
gota de agua destilada e fixadas pelo calor. Em seguida, as laminas foram submetidas a
aplicagdo sequencial dos reagentes: cristal violeta (corante primario) por 1 minuto,

solugdo de Lugol (mordente) por 1 minuto, alcool-etanol 95% (agente de descoloracao)
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por 20 a 30 segundos, e, por fim, fucsina basica (contracorante) por 30 segundos. Entre
cada etapa, as laminas foram cuidadosamente lavadas com agua destilada. Apds a
coloragdo, as laminas foram secas e observadas ao microscopio Optico, utilizando
objetiva de imersao (100%) (Vermelho, 2006)

As bactérias que apresentaram coloracdo rosa-avermelhada e morfologia de
bacilos foram classificadas como gram-negativas. Essas cepas foram selecionadas para
a continuidade dos testes, considerando que os microrganismos do género Pseudomonas
sao bacilos gram-negativos. Por outro lado, as amostras que mantiveram a coloracao
roxa foram classificadas como gram-positivas e descartadas, assim como aquelas que

exibiram morfologia de cocos ou leveduriforme (Beveridge, 2001).

4.4 Identificacao das bactérias por espectrometria de massa MALDI-TOF (Matrix
Assisted Laser Desorption/ionization - Time of flight).

Para realizar a identificagdo dos isolados obtidos foram realizados a
espectrometria de massas MALDI-TOF. As cepas foram inoculadas em meio LB e
incubadas a 30°C por 48h. As colonias crescidas foram depositadas, em duplicatas, na
placa metalica utilizada no espectrometro de massa MALDI-TOF Microflex LT (Bruker
Daltonics). Apds a deposicdo completa do material bacteriano, foi adicionado a cada
amostra 1 pL de 4cido trifluoroacético a 2,5%. Apds a secagem do 4cido foi adicionada
1 pL da matriz composta por &acido a-ciano-4-hidroxicindmico preparado em
acetonitrila 50%. Transcorrido o tempo necessario para a secagem da mistura e,
consequentemente, a formac¢do dos cristais, a placa de metal foi inserida no aparelho
para a leitura das amostras.

Os espectros de massa das amostras foram adquiridos no modo linear, utilizando
0s seguintes parametros operacionais: frequéncia do laser de 20 Hz, voltagem das fontes
ionicas 1 e 2 de 20 kV e 18,6kV, respectivamente, ¢ faixa de detec¢do de massa
molecular entre 2.000 e 20.000 Daltons. A aquisicdo dos espectros foi realizada a partir
do somatorio de 240 disparos do laser, distribuidos e quatro grupos de 60 disparos,
aplicados em regides distintas e selecionadas aleatoriamente no pogo onde se encontrara
a amostra na placa metalica.

Os espectros das amostras foram processados por meio de software Biotyper,
versdo 3.1 (Bruker Daltonics), o qual realiza a comparacdo dos espectros obtidos com
uma biblioteca propria de espectros de referéncia. O software gera uma lista contendo

os dez microrganismos com maior grau de similaridade em relacao a amostra analisada,
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classificando-os por meio de um sistema de pontuagdo (score) que varia de 0,0 a 3,0.
De acordo com os critérios estabelecidos pelo fabricante, os scores sdo interpretados

conforme o quadro 4.

Quadro 4. Interpretacdo de score do MALDI-TOF

Score Interpretacio

Cor

>2,30 Identificacdo altamente confidvel em nivel de espécie

2,00-2,29  Identificagdo confidvel em nivel de género e provavel em nivel de espécie
1,70—-1,99  Identificagdo provavel em nivel de género

<1,70 Identificagdo ndo confiavel

Tabela 1. Interpretacdo de score do MALDI-TOF

As bactérias foram selecionadas utilizando-se como critério de selecao aquelas
amostras com score igual ou superior a 1,70, indicando identificacdo provavel e
confiavel a nivel de género, correspondente ao género Pseudomonas. Apenas as
amostras que atenderam a esse critério foram selecionadas para as etapas subsequentes

do estudo.

4.5 Producao do biossurfactante

4.5.1 Meios de cultivo

Para a avaliacdo preliminar da produgdo de biossurfactantes, foram utilizados
trés meios de cultura distintos que favorecem a produgdo de biossurfactante do tipo
ramnolipideo por Pseudomonas, com o objetivo de selecionar as cepas que
apresentarem maior capacidade de produgdo de biossurfactantes e/ou emulsificantes.
Logo, foram selecionados meios de cultura ja descritos anteriormente na literatura para
producao de ramnolipidios por Pseudomonas: Meio minimo de sais 1 (MSM1) (Santos
et al., 2002), Meio minimo de sais 2 (MSM2) (Phulpoto ef al., 2021a) e Meio minimo
de sais 3 (MSM3) (Pereira et al., 2013).

Meio Minimo de Sais 1, composi¢ido por litro:

NANO G ettt 5.54g-L
MESO4. TH2O ... 0.2g-L!
KOHPO e 7g- L
KH2PO e 3g-L
(€ TS o) BRSPS 30g-L™

Meio Minimo de Sais 2, composi¢do por litro:

NAHPO .. 2.2g L
KH2PO 4 1.4g-L
MESO4TH2O ...t 0.6g-L!
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FESO4TH2O ...t 0.01g-L!
INACL oottt e et e e e e eraeenae s 0.3g-L!
CACDD et et 0.02g-L™
GLCRIOL ..ttt seb e ens 20 g-L!
(NH2)2C 0t s 1
gLt

Solugao de 0ligoelemENtOS. ... ..cccvieeriieeciiie et 1 gL
Solugdo de oligoelementos composicao por litro:

Y41 2 = L SRS 2.32g-L
MNSO4AHLO ... 1.78g-L™
HEBO 3 0.56g L
CUSO4SHLO . 1.0g-L!
NHAMOO42ZH20 ..o 0.39g-L
S SRS 0.66g L
Meio Minimo de Sais 3, composi¢ao por litro:

GHCETOL ...eiie 50g-L!
NANO3S .t e 4g-L!
K2HPOA ...t 7g L
KH2POA ...t 3g-L
MESOA.TH2O ...ttt st 0.2g- L

4.5.2 Processo de obtenciao do biossurfactante
Com o objetivo de avaliar a producao de biossurfactantes pelas diferentes cepas
de Pseudomonas isoladas, foram utilizados trés protocolos especificos de produgdo.

Inicialmente, as cepas foram reativadas em meio dgar LB e incubadas a 30 °C por 48h

para todos os trés protocolos de cultivo. Em seguida, o cultivo e a obtencdo dos

sobrenadantes foram conduzidos das seguintes da seguinte forma:

1. Para o cultivo em MSM1, as cepas isoladas foram inoculadas com o auxilio de uma
alca bacteriologica. Em seguida as cepas foram cultivadas em agitag@o orbital a 170
rpm por 7 dias a uma temperatura de 30 °C, como descrito por Santos e
colaboradores (2002).

2. Para o meio MSM2, as cepas de Pseudomonas, previamente reativadas, foram
transferidas para um pré-indculo contendo 100 mL de meio LB, utilizando-se al¢a
bacteriologica. As culturas foram incubadas sob agitacdo orbital a 150 rpm por 18
h. Em seguida, uma aliquota de 2% (v/v) do pré-inoculo foi transferida para o meio
MSM2. O cultivo foi mantido sob agitagdo orbital a 170 rpm por sete dias a 28 °C,

conforme descrito por Phulpoto e colaboradores (2021).



3. Para o cultivo em MSM3, o pré-indculo foi preparado com a seguinte composicao:
4 g/L de NaNOs, 0,2 g/l de MgS0O4-7H20, 7 g/L de K:HPOs4, 3 g/l de KH2POs, 5
g/L de extrato de levedura e 5 g/L de peptona. A inoculacdo foi realizada com o
auxilio de uma alga bacterioldgica, seguida de incubacao a 30 °C por 24 h sob
agitacdo orbital a 170 rpm. Apds esse periodo, uma aliquota de 2% (v/v) do pré-
inoculo foi transferida para o meio MSM3, o qual foi submetido ao cultivo
submersa por sete dias, também a 30 °C e 170 rpm.

Todos os cultivos citados foram realizados em triplicata biologica. Apos o
cultivo submerso, as amostras foram submetidas a centrifugacdo a 12.500 xg durante 10
min a 4°C, para a obtencdo do sobrenadante contendo biossurfactante. Em seguida os
sobrenadantes foram autoclavados a 121 °C por 15 min e armazenados em -20 °C para

etapas subsequentes de analise.

4.6 Avaliaciao das atividades tensoativas para triagem

4.6.1 Avaliacao da capacidade emulsificante

O indice de emulsificagdo (IE) foi feito para avaliar a capacidade do
biossurfactante em realizar emulsdes estaveis (Cooper e Goldenberg, 1987). Para isso,
foi utilizado 1,5 mL do sobrenadante livre de células e 1,5 mL de uma fase liquida
imiscivel (6leo de soja ou n-hexadecano) em tubos de ensaio. Em seguida, as amostras
foram homogeneizadas em agitador do tipo vortex por dois minutos. Na sequéncia, os
tubos foram mantidos em repouso por 24h. Posteriormente, foi realizada a medigao da
altura total de liquido e da camada emulsificada com o auxilio de um paquimetro. A
partir disso, o IE foi calculado através da razao da altura da camada emulsificada e da
altura total do liquido (Equagdo 1). O meio de cultura utilizado no cultivo foi empregado
como controle negativo, enquanto uma solu¢do do surfactante quimico dodecil sulfato
de soédio (SDS) a 10% foi utilizada como controle positivo. Os ensaios foram

conduzidos em triplicata.

Equacio 1:

altura da camada emulsificada

IE (%) = x 100

altura total de liquido
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4.6.2 Avaliacio da tensio superficial

A tensdo superficial das amostras foi feita através do método de gota pendente
(Song e Springer, 1996). Nesse método, foi utilizado um gonidometro Kriiss DSA30
equipado com um sistema de processamento de imagem conectado a um computador.
O software realiza a medicao de cada gota suspensa na ponta de uma agulha. A analise
considera o volume e a curvatura da gota, possibilitando o célculo da tensdo superficial
da amostra. Os valores finais foram obtidos a partir da média de medic¢des realizadas
com 10 gotas suspensas. Como controle da reducado foi utilizado a dgua, que tem uma
tensdo superficial de aproximadamente 72 mN/m. Como controle negativo do

experimento foi utilizado o meio de cultura utilizado no cultivo submerso.

4.7 1dentificacio pelo sequenciamento do gene rrs, codificador da subunidade 16s

A identificagdo molecular das estirpes foi realizada por meio do sequenciamento
do gene rrs, que codifica a subunidade 16S do RNA ribossomal. Para amplificagdo deste
gene, foram empregados os iniciadores universais especificos para o dominio Bacteria:
27F (5’- AGA GTT TGA TCA TGG CTC AG - 3’) e 1492R (5’GTT TAC CTT GTT
ACGACTT - 3’) (Lane, 1991). As reagdes de PCR foram conduzidas sob as seguintes
condi¢des: desnaturagdo inicial a 94 °C por 4 minutos, seguida por 30 ciclos de
desnaturacdo a 94 °C por 1 minuto, anelamento a 50 °C por 1 minuto e extensdo a 72 °C
por 2 minutos e 30 segundos, com uma extensdo final a 72 °C por 10 minutos. Os
produtos amplificados foram purificados com o kit comercial Wizard® SV Gel and PCR
Clean-Up System (Promega Corporation, EUA), conforme as instrug¢des do fabricante.

O sequenciamento parcial do gene rrs foi realizado em trés reagdes
independentes para cada estirpe, utilizando os iniciadores 515F, 785F e 907R (Lane,
1991). As amostras foram enviadas a Plataforma de Sequenciamento de DNA do
Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, vinculada ao Centro de Ciéncias da Saude
da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). O sequenciamento foi realizado em
um sistema automatizado SeqStudio™ (Applied Biosystems — Thermo Fisher
Scientific™).

Os arquivos brutos obtidos (eletroferogramas) foram analisados por meio do
software Unipro UGENE v.39, o qual realizou a leitura automatizada das sequéncias
(base calling). Sequéncias curtas ou de baixa qualidade foram descartadas, e as de boa
qualidade, obtidas a partir de cada estirpe, foram unidas para compor uma sequéncia

consenso (contig), que serd utilizada para a classificagao taxondmica.
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A comparagdo com sequéncias de organismos previamente caracterizados foi
feita por meio do banco de dados rRNA do NCBI, utilizando a ferramenta BLASTn
(Nucleotide Basic Local Alignment Search Tool;

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Em cada andlise, foi selecionadas

aproximadamente duas a trés sequéncias de linhagens com maior similaridade com cada
estirpe analisada. A arvore filogenética sera construida utilizando a ferramenta UGENE,

a partir das sequéncias similares obtidas nas analises do BLASTn.

4.8 Tipagem molecular por Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus — PCR
(ERIC-PCR)

Para a tipagem molecular das cepas de Pseudomonas isoladas, foi realizada a
técnica de ERIC-PCR (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus — PCR). Esse
método teve como objetivo diferenciar as cepas que apresentaram a mesma afiliagdo
taxondmica, determinada por meio do sequenciamento do gene 16S rRNA.

Para a execugdo da técnica, primeiramente foi realizado o cultivo das cepas de
Pseudomonas em meio LB liquido incubado overnight a 170 rpm e 30 "C. A extragdo do
DNA gendmico foi feita utilizando o kit Wizard® Genomic DNA Purification (Promega,
EUA). Inicialmente, 1 mL da cultura bacteriana foi submetido a centrifugacao a 14.000 xg
por dois minutos, a fim de obter o pellet celular. O sobrenadante foi descartado e o pellet
obtido foi diretamente submetido a etapa de lise celular.

Alise celular foi conduzida pela adi¢ao de 600 uL da solugdo de lise nuclear (Nuclei
Lysis Solution), seguida de homogeneizagdo suave por pipetagem. As amostras foram
incubadas a 80 °C por 5 minutos e, posteriormente, resfriadas a temperatura ambiente. Em
seguida, foram adicionados 3 pL da solucdo de RNAse, com incubagdo a 37 °C por 15 a
60 minutos, seguida de novo resfriamento a temperatura ambiente. A etapa de precipitagdo
de proteinas foi realizada com a adi¢do de 200 pL da solugdo de precipitagdo proteica
(Protein Precipitation Solution), seguida de agitacdo em vortex e incubagao em gelo por 5
minutos. Apds esse periodo, as amostras foram centrifugadas a 14.000 xg por 3 minutos, €
o sobrenadante foi cuidadosamente transferido para um novo microtubo estéril.

Para a precipitacdo do DNA, adicionaram-se 600 pL de isopropanol em temperatura
ambiente, com mistura suave por inversdo. As amostras foram centrifugadas novamente
nas mesmas condig¢des utilizadas anteriormente, € o sobrenadante foi descartado. O pellet

de DNA obtido foi lavado com 600 pL de etanol 70% em temperatura ambiente, seguido


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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de centrifugacdo por 2 minutos a 14.000 xg. Apds a remogao do etanol, o pellet foi seco ao
ar por 10 minutos. Finalmente, o DNA foi ressuspendido em 100 uL da solucdo de
reidratacdo (Rehydration Solution) e incubado por 1 hora a 65 °C, garantindo a completa
solubilizacdo. O DNA obtido foi entdo utilizado como molde para as reagdes de
amplificacao por ERIC-PCR.

Para a reagdo de ERIC-PCR foi realizado por meio de dois iniciadores ERIC1IR (5°-
ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3") e ERIC2F (5-
AAGTAAGTGACTGGGGTGAGC G-3’), conforme descrito por De Bruijn (1992). Cada
reacdo foi preparada em um volume final de 25 pL, contendo: 1 pL de DNA gendémico, 0,4
uM de cada iniciador, 8,6 uL. de Master Mix e agua Milli-Q para completar o volume.

As condi¢des de amplificagdo consistiram em uma desnaturacao inicial a 95 °C por
5 minutos, seguida de 35 ciclos de desnaturagdo a 95 °C por 50 segundos, anelamento a
46°C por 30 segundos e extensdo a 72 °C por 1 minuto, com uma extensao final a 72 °C
por 10 minutos. Os produtos de amplificagdo foram analisados por eletroforese em gel de
agarose a 1,5%, preparado em tampao TEB 1X, conforme descrito por Sambrook, Fritsch
e Maniatis (1989). A corrida eletroforética foi conduzida a 80 V por 2 horas. Para a
visualizacdo das bandas, foi adicionado 1 pL. de SYBR® Safe (Invitrogen®) para cada 20

mL de gel, e as imagens foram obtidas em transiluminador UV.
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5. RESULTADOS

5.1 Isolamento das bactérias

Ao todo, foram isoladas 95 bactérias a partir das amostras coletadas, sendo 63 de
agua e 32 de sedimento (Figura 4a). A Cachoeira das Almas apresentou o maior numero de
isolados (56), sendo 26 provenientes das amostras de dgua e 30 das amostras de sedimento
(Figura 4b). Por sua vez, na Praia de Grumari foram obtidos 39 isolados, dos quais 33 eram
provenientes da agua e apenas 6 do sedimento (Figura 4c). Essa diferenga evidencia

varia¢des na disponibilidade microbiana entre os diferentes ambientes.

A Total de cepas isoladas

3 Cachoeira das Almas
= Praia de Grumari

Total=95
B Cepas por amostra - Praia de Grumari C Cepas por amostra - Cachoeira das Almas
3 Sedimento 3 Sedimento
Bl Agua 3 Agua
Total=39 Total=56

Figura 4: Frequéncia relativa de isolados de acordo com o local de isolamento e tipo de amostra (dgua ou
sedimento). A. Isolados totais dos locais de coleta. B. Isolados da Praia de Grumari de acordo com tipo de
amostra. C. Isolados Cachoeira das almas de acordo com o tipo de amostra.

O nuimero de isolados obtidos variou de acordo com os meios de cultura utilizados.
A partir do total de isolados foram obtidas 21 cepas no Agar MacConkey, 31 no Agar
Cetrimide, 15 no Agar de ACC, 8 no Agar Acetamida Cetrimide Glicerol Manitol e 12 no
Agar (Figura 5).
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Figura 5: Distribuicdo dos isolados totais de acordo com o meio de cultura de isolamento.

5.2 Identificacdo das bactérias isoladas

Para a identificacdo das bactérias isoladas foram empregados dois métodos:
coloracdo de Gram e espectrometria de massas (MALDI-TOF). A colora¢ao de Gram foi
utilizada como etapa inicial para a selecdo de bacilos gram-negativos, com o objetivo de
direcionar a andlise para possiveis cepas de Pseudomonas, uma vez que este género ¢
caracterizado por apresentar tal perfil. Entre as 95 bactérias testadas, 85 foram classificadas
como bacilos gram-negativos (Tabela 2).

Considerando que a maioria dos isolados foi classificada como gram negativas,
todas as bactérias foram submetidas a identificagdo por MALDI-TOF (Tabela 2). Dentre
os resultados obtidos, 25 amostras apresentaram score entre 2,51 e 2,01, indicando
identificacdo segura em nivel de género e provavel em nivel de espécie; enquanto 18
amostras apresentaram score entre 1,99 e 1,70, correspondente a identificagdo provavel em

nivel de género; por fim, 7 isolados ndo puderam ser identificados.
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No total, 57 isolados foram classificados como pertencentes ao género
Enterobacter. Também foram identificados representantes dos géneros Klebsiella,
Staphylococcus, Bacillus, Serratia, Chryseobacterium, Escherichia, Kluyvera,
Acinetobacter e Pantoea (Tabela 2).

Por fim, 13 isolados foram identificados como possiveis pertencentes ao género
Pseudomonas sendo eles ADCB 34, ADCB35, ADCB37, ADCB38, ADCB39, SDA3,
SDAS, SDAS, SDA11, SDA13, SDC1.4, SDB1.4 E ADCCI1.9. Dentre estes, 10 foram
identificados como Pseudomonas putida (score entre 2,03 e 1,83), além de isolados
classificados como Pseudomonas aplenii (score entre 1,93 e 2,03), Pseudomonas
chlororaphis (score 1,90), Pseudomonas koreensis (score 1,70) e Pseudomonas corrugata

(score 1,96) (Tabela 2).

Tabela 2. Panorama geral de isolados envolvendo distribui¢do por local de isolamento e tipo de amostra,

coloracdo de Gram e espectometria de massas MALDI-TOF.

Cédigo das Local de isolamento Tipo de Coloracio Espectometria de massas Score
cepas amostra de Gram (MALDI-TOF)
SDA 1 Cachoeira das Almas | Sedimento | Positivo - -
SDC 5 Cachoeira das Almas | Sedimento | Negativo Chryseobacterium indologenes | 1.75
ADCB 37 Cachoeira das Almas | Agua Negativo Pseudomonas putida 1.83
ADCB 38 Cachoeira das Almas | Agua Negativo Pseudomonas putida 1.81
ADCB 39 Cachoeira das Almas | Agua Negativo Pseudomonas putida 1.83
ASMB 9 Praia de Grumari Agua Negativo Enterobacter roggenkampii 2.39
ASMB 8 Praia de Grumari Agua Negativo Enterobacter roggenkampii 2.44
ASMB 7 Praia de Grumari Agua Negativo Enterobacter roggenkampii 2.30
ASCB 10 Praia de Grumari Agua Negativo Enterobacter roggenkampii 2.39
ASCB 11 Praia de Grumari Agua Negativo Enterobacter roggenkampii 2.36
ASCB 12 Praia de Grumari Agua Negativo Enterobacter roggenkampii 2.37
ADCB 36 Praia de Grumari Agua Negativo Enterobacter roggenkampii 2.26
ASCB 13 Praia de Grumari Agua Negativo Enterobacter roggenkampii 2.38
ASCB 14 Praia de Grumari Agua Negativo Enterobacter roggenkampii 2.42
ADCB 34 Cachoeira das Almas | Agua Negativo Pseudomonas putida 1.92
ADCB 35 Cachoeira das Almas | Agua Negativo Pseudomonas putida 1.97
ASCB 15 Praia de Grumari Agua Negativo Enterobacter roggenkampii 2.38
ADCB 28 Cachoeira das Almas | Agua Negativo Enterobacter roggenkampii 2.23
ADCB 29 Cachoeira das Almas | Agua Negativo Enterobacter roggenkampii 2.39
ADCB 30 Cachoeira das Almas | Agua Negativo Enterobacter roggenkampii 2.43
SDE3 Cachoeira das Almas | Sedimento | Negativo Escherichia coli 1.72
ASMB 4 Praia de Grumari Agua Negativo Enterobacter roggenkampii 2.02
SDA 1 Cachoeira das Almas | Sedimento | Negativo Klebsiella oxytoca 2.30
SDA 2 Cachoeira das Almas | Sedimento | Negativo Klebsiella oxytoca 2.21
SDA 3 Cachoeira das Almas | Sedimento | Negativo Pseudomonas asplenii 1.93
SSC Praia de Grumari Sedimento | Positivo Staphylococcus epidermidis 2.22
SDA 5 Cachoeira das Almas | Sedimento | Negativo Pseudomonas chlororaphis 1.90
SDA 6 Cachoeira das Almas | Sedimento | Negativo Kluyvera cryocrescens 2.35
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SDA 13 Cachoeira das Almas | Sedimento | Negativo Pseudomonas asplenii
SDA 8 Cachoeira das Almas | Sedimento | Negativo Pseudomonas putida
ASMB 5 Praia de Grumari Agua Negativo Enterobacter roggenkampii
ASMB 6 Praia de Grumari Agua Negativo Enterobacter kobei

ADCA Cachoeira das Almas | Agua Negativo Enterobacter kobei

SDC 2 Cachoeira das Almas | Sedimento | Positivo Bacillus cereus thuringiensis
SDA 10 Cachoeira das Almas | Sedimento | Negativo Serratia fonticola

SDA11 Cachoeira das Almas | Sedimento | Negativo Pseudomonas koreensis
SDA12 Cachoeira das Almas | Sedimento | Negativo Enterobacter bugandensis
SDC 1.8 Cachoeira das Almas | Sedimento | Negativo Enterobacter roggenkampii
SDC 1.7 Cachoeira das Almas | Sedimento | Positivo -

ASMB2 Praia de Grumari Agua Negativo Enterobacter roggenkampii
ASMB3 Praia de Grumari Agua Negativo Enterobacter roggenkampii
ADMB 19 Cachoeira das Almas | Agua Negativo Enterobacter roggenkampii
ADMB 20 Cachoeira das Almas | Agua Negativo Enterobacter roggenkampii
ADMB 21 Cachoeira das Almas | Agua Negativo Enterobacter roggenkampii
SDA 4 Cachoeira das Almas | Sedimento | Negativo Acinetobacter tjernbergiae
ASME7 Praia de Grumari Agua Negativo Enterobacter roggenkampii
ASCEI11 Praia de Grumari Agua Negativo Enterobacter roggenkampii
ASCE12 Praia de Grumari Agua Negativo Enterobacter roggenkampii
ASMA21 Praia de Grumari Agua Negativo Enterobacter roggenkampii
ADCE6 Cachoeira das Almas | Agua Negativo Enterobacter kobei
SDC1.4 Cachoeira das Almas | Sedimento | Negativo Pseudomonas corrugata
SDA16 Cachoeira das Almas | Sedimento | Negativo Serratia marcescens

SDEI Cachoeira das Almas | Sedimento | Positivo -

SDE2 Cachoeira das Almas | Sedimento | Positivo -

ASMES Paria de Grumari Agua Negativo Enterobacter roggenkampii
ADMBI1.3 Cachoeira das Almas | Agua Negativo Enterobacter roggenkampii
ASME9 Praia de Grumari Agua Negativo Enterobacter roggenkampii
ASMEI10 Praia de Grumari Agua Negativo Enterobacter roggenkampii
ADMDI1.2 Cachoeira das Almas | Agua Negativo Enterobacter roggenkampii
ADCCI1.9 Cachoeira das Almas | Agua Negativo Pseudomonas putida
ASMD1.3 Praia de Grumari Agua Negativo Enterobacter kobei
ASCCI1.10 Praia de Grumari Agua Positivo -

SDC1.8 Cachoeira das Almas | Sedimento | Negativo Enterobacter roggenkampii
ASCD6 Praia de Grumari Agua Negativo Enterobacter roggenkampii
SSC4 Praia de Grumari Sedimento | Positivo Staphylococcus warneri
SD1.6 Cachoeira das Almas | Sedimento | Positivo -

SSC3 Praia de Grumari Sedimento | Positivo Staphylococcus warneri
SSC1 Praia de Grumari Sedimento | Positivo Bacillus amyloliquefaciens
SSC5s Praia de Grumari Sedimento | Positivo Staphylococcus warneri
SSC6 Praia de Grumari Sedimento | Positivo Staphylococcus warneri
ASCD5 Praia de Grumari Agua Negativo Enterobacter roggenkampii
SDBI1.4 Cachoeira das Almas | Sedimento | Negativo Pseudomonas putida
SDC1.11 Cachoeira das Almas | Sedimento | Negativo Enterobacter hormaechei
ASCD1 Praia de Grumari Agua Negativo Enterobacter roggenkampii
ASCD2 Praia de Grumari Agua Negativo Enterobacter roggenkampii
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ASCD3 Praia de Grumari Agua Negativo Enterobacter roggenkampii
ASCD4 Praia de Grumari Agua Negativo Enterobacter roggenkampii
ADCES Cachoeira das Almas | Agua Negativo Enterobacter roggenkampii
ADMBI18 Cachoeira das Almas | Agua Negativo Enterobacter roggenkampii
ASMA23 Praia de Grumari Agua Negativo Enterobacter roggenkampii
ASCAI19 Praia de Grumari Agua Negativo Enterobacter roggenkampii
SDAI1S5 Cachoeira das Almas | Sedimento | Negativo Pantoea vagans

SDA16 Cachoeira das Almas | Sedimento | Negativo Serratia marcescens
SDA17 Cachoeira das Almas | Sedimento | Negativo Serratia fonticola

ASMB Praia de Grumari Agua Negativo Enterobacter roggenkampii
ADMBI17 Cachoeira das Almas | Agua Negativo Enterobacter roggenkampii
ASMA22 Praia de Grumari Agua Negativo Enterobacter roggenkampii
ADCAI18 Cachoeira das Almas | Agua Negativo Enterobacter roggenkampii
ADCA20 Cachoeira das Almas | Agua Negativo Enterobacter roggenkampii
SDA100 Cachoeira das Almas | Sedimento | Positivo -

SDA101 Cachoeira das Almas | Sedimento | Negativo Klebsiella oxytoca

ADCE4 Cachoeira das Almas | Agua Negativo Enterobacter roggenkampii
ADMBI16 Cachoeira das Almas | Agua Negativo Enterobacter roggenkampii
ASCD4 Praia de Grumari Agua Negativo Enterobacter roggenkampii
ADCCI.10 | Cachoeira das Almas | Agua Negativo Enterobacter roggenkampii
ASME9 Praia de Grumari Agua Negativo Enterobacter roggenkampii

5.3 Sequenciamento e afiliacio taxondmica

Apbs a confirmacdo da atividade tensoativa das cepas selecionadas, foram
realizados o sequenciamento parcial do gene rrs e a andlise de afiliacdo taxondmica. Essa
etapa teve como objetivo corroborar as identificagdes previamente obtidas por MALDI-
TOF Dessa forma foi possivel assegurar maior robustez a nivel de género e possibilitar
uma classifica¢do mais acurada em nivel de espécie.

Das 95 cepas bacterianas isoladas, apenas as 13 previamente identificadas por
MALDI-TOF como Pseudomonas spp. foram submetidas ao sequenciamento do gene 7rs,
codificador da subunidade 16S rRNA. As sequéncias obtidas foram analisadas por meio da
plataforma NCBI Blast, sendo selecionadas de 2 a 4 cepas com identidade > 98% de
similaridade para a constru¢do de uma arvore filogenética.

Os resultados confirmaram que todas as cepas pertencem ao género Pseudomonas
(Figura 9). Dentre elas, 7 cepas apresentaram identidade como Pseudomonas
wayambapalatensis, 2 com Pseudomonas putida, 2 com Pseudomonas saponiphila e 1 com

Pseudomonas chlororaphis (figura 6, quadro 5).
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Figura 6: Arvore filogenética construida com base na anélise das sequéncias do gene 16S rRNA de cepas do
género Pseudomonas. Os agrupamentos indicam a proximidade filogenética das cepas isoladas em relagdo
as espécies ja descritas, evidenciando sua afiliacdo dentro de diferentes clados do género Pseudomonas.
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Quadro 5. Afiliagdo taxonomica das amostras isoladas

Cepa isolada Identificacio mais préxima
SDA3;
SDC1 4.
ADCB 35;
SDA13;
SDA §;
ADCB 37; Pseudomonas wayambapalatensis

ADCB 39;

ADCB 38;

ADCB 34.
SDB 1.4 Pseudomonas saponiphila
SDAI11;
SDA 5.

Pseudomonas putida

Pseudomonas chlororaphis

5.4 Tipagem molecular (ERIC-PCR)

A tipagem molecular por ERIC-PCR permitiu avaliar o perfil genético dos isolados,
evidenciando o grau de diversidade presente entre as cepas analisadas. A analise dos
padrdes de bandas obtidos indicou que as cepas ADCB37, ADCB38 e ADCB39 apresentam
alta similaridade, sugerindo uma possivel relacdo clonal (figura 10). Esse resultado ¢
coerente com o fato de que essas amostras foram coletadas no mesmo local e obtidas a
partir do mesmo meio de cultura, diferenciando-se apenas no grau de diluicao. Por outro
lado, os demais isolados apresentaram padrdes de bandas distintos, indicando variabilidade
genética entre eles. Esses achados apresentam uma visdo geral consistente sobre a

diversidade molecular presente no conjunto de cepas avaliadas
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Figura 7: Visualizagao de amplicons de DNA em gel de agarose depois da eletroforese.
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5.5 Avaliacido das capacidades tensoativas
5.5.1 indice de emulsificacao

Os valores de IE foram obtidos em 6leo de soja e em n-hexadecano a partir dos
sobrenadantes contendo biossurfactantes obtidos a partir do cultivo dos isolados em 3
meios de cultura diferentes (MSM1, MSM2 e MSM3) (figura 6 e 7). O controle utilizado
foi SDS. O MSM2 apresentou os maiores valores de indice de emulsificacdo (IE) para a
maioria das amostras emulsificadas em 6leo de soja, com porcentagens variando entre 45
e 50%, indicando boa capacidade emulsificante (figura 8). A tinica exce¢do foi a amostra
ADCB34, que apresentou seu melhor desempenho no MSMI1; entretanto, os valores
obtidos nesse meio foram muito proximos aos observados no MSM2, ndo representando
diferenca significativa. Outro ponto relevante ¢ que 0 MSM2 exibiu baixa variagao entre

as triplicatas bioldgicas, evidenciando maior consisténcia dos resultados obtidos.
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Figura 8: Valores dos IEs em 6leo de soja do sobrenadante bruto contendo biossurfactantes produzidos em
MSM1 (cor verde), MSM2 (cor laranja) e MSM3 (cor azul). Como controle positivo foi utilizado SDS 10%.

De maneira geral, tanto o MSM1 quanto o MSM2 demonstraram ser meios
adequados para a producdo de emulsificantes, uma vez que a maior parte das amostras
apresentou indices de emulsificacdo entre 45 e 51%, faixa considerada indicativa de boa

atividade emulsificante.
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Os valores de indice de emulsificagdo obtidos com hexadecano (figura 9)
apresentaram maior variabilidade entre as amostras e menor estabilidade quando
comparados aos resultados obtidos com 6leo de soja (figura 8 € 9). A amostra SDC1.4, por
exemplo, ndo apresentou emulsificacdo no MSM2, enquanto no MSM3 exibiu valores
dispersos, variando de 8% a 64% entre as triplicatas bioldgicas, evidenciando elevada
heterogeneidade na resposta. Esse padrao de grande desvio padrao foi observado para a
maioria das amostras testadas, especialmente no MSM3, sugerindo baixa reprodutibilidade

nesse meio quando utilizado com hexadecano como fase hidrofobica.
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Figura 9: Valores dos IEs em n-hexadecano do sobrenadante bruto contendo biossurfactantes produzidos em
MSM1 (cor verde), MSM2 (cor laranja) e MSM3(cor azul). Como controle positivo foi utilizado SDS 10%.

Apesar dessa variagdo acentuada, foi possivel identificar tendéncias de melhor
desempenho entre os meios avaliados. O MSM1 destacou-se como o meio mais eficiente
para emulsificacdo das amostras ADC37, SDAS e SDAS, que apresentaram valores entre
30% e 60%. Por outro lado, o MSM2 mostrou-se mais favordvel para as amostras
ADCB34, ADCB35, SDA3 e SDA13, em que os indices variaram entre 30% e 40%,
indicando desempenho relativamente mais consistente nesse meio.

Embora as variagdes entre triplicatas e meios de cultura tenham sido expressivas,

os resultados mostram que todas as amostras apresentaram algum nivel de emulsificacao
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em pelo menos um dos meios testados. Assim, mesmo diante da variabilidade observada,

¢ possivel confirmar a capacidade emulsificante das cepas.

5.5.2 Tensao superficial

A avaliagdo da atividade tensoativa dos biossurfactantes foi realizada por meio da
medida da tensdo superficial das amostras produzidas em trés meios de cultura distintos
para produgao de ramnolipideo (MSM1, MSM2 e MSM3) (Figura 10). O controle negativo
utilizado foi dgua ultrapura e os meios de cultura puros. Os valores obtidos demonstraram
que a maioria das amostras foram capazes de reduzir a tensdo superficial em relagao aos
controles (dgua purificada e o meio de cultura usado em cada cultivo), que permaneceram
proximos a 72 mN/m, conforme esperado para solugdes sem presenca de compostos
tensoativos (figura 10). Essa diferenca indica que diversas cepas apresentaram potencial

para produzir metaboélitos com propriedades surfactantes.
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Figura 10: Valores de tensdo superficial do sobrenadante bruto contendo biossurfactantes produzidos em
MSM1 (cor verde), MSM2 (cor laranja) e MSM3(cor azul). O controle negativo utilizado foi 4gua purificada

e o meio de cultura no qual o cultivo foi realizado.
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O meio MSM3 destacou-se por promover a maior redu¢do da tensdo superficial
entre os meios testados. A amostra SDAS apresentou o menor valor registrado, cerca de 30
mN/m, enquanto nos demais meios seu valor médio permaneceu proximo de 47 mN/m. De
forma semelhante, a amostra SDA13 também apresentou um desempenho superior nesse
meio, reduzindo a tensao superficial para aproximadamente 35 mN/m. As amostras SDAS,
SDC1.4 e SDB1.4 também apresentaram no MSM3 os menores valores medidos, com
média em torno de 50 mN/m.

Por outro lado, as amostras ADCB34, ADCB35 e ADCB37 tiveram seus melhores
resultados no MSM1, com valores variando entre 45 ¢ 50 mN/m. A amostra SDAI1
também apresentou menor tensao superficial nesse meio, registrando aproximadamente 49
mN/m. Diferindo das demais, apenas a amostra SDA3 apresentou sua menor redugdo de
tensdo superficial no MSM2.

Comparando os resultados de tensdo superficial nos diferentes meios de cultura, ¢
possivel observar que as amostras SDAS, SDAS, SDA13, SDC1.4 e SDB1.4 apresentaram
os menores valores de tensdo superficial quando cultivadas no meio MSM3, indicando
maior redugdo nesse meio em comparagao aos demais. Por outro lado, as amostras
ADCB34, ADCB35, ADCB37 e SDA11 exibiram menor redugdo da tensdo superficial no
meio MSM1. Apenas a amostra SDA3 apresentou sua menor reducao de tensao superficial
no meio MSM2.

Embora nenhuma das amostras tenha alcangado valores inferiores a 30 mN/m, faixa
associada a produtores altamente eficientes, diversas cepas mostraram redugdes
consistentes, indicando producao moderada de biossurfactantes. Entre elas, destacam-se as
amostras ADC37 no meio MSM1, SDAS8 nos meios MSM3 e MSM1, SDA13 nos meios
MSM3 e MSMI1 e a amostra SDB1.4 no MSM3. Sendo 0 MSM3 o meio que apresentou o

maior nimero de amostras com maior reducdo de tensdo superficial.
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6. DISCUSSAO

Com o aumento da demanda por alternativas ecologicamente sustentaveis aos
surfactantes sintéticos, os biossurfactantes passaram a se destacar como compostos de
grande interesse industrial. Nesse contexto, o isolamento de novas cepas produtoras desses
compostos € essencial para ampliar o repertério de microrganismos disponiveis para
aplicagoes biotecnologicas (Ghazi Faisal et al., 2023b).

O presente estudo buscou isolar cepas de Pseudomonas provenientes de ambientes
naturais com menor risco associado a patogenicidade, priorizando areas de preservagao
ambiental no Rio de Janeiro, como a Praia de Grumari e a Cachoeira das Almas. Por serem
regides com reduzido impacto antropogénico, esses locais tendem a abrigar cepas de
Pseudomonas que apresentam menor relevancia clinica e que, portanto, demandam niveis
menos restritivos de biosseguranga quando comparadas a espécies como Pseudomonas
aeruginosa. Além disso, tais ambientes constituem fontes promissoras de microrganismos
potencialmente capazes de produzir metabolitos de interesse industrial.

Vale salientar que a escolha de amostras de dgua e sedimento como fontes de
isolamento se mostrou adequada, uma vez que esses tipos de amostras sdo amplamente
utilizados em estudos de bioprospec¢do de cepas Pseudomonas. Esses ambientes
representam nichos onde bactérias pertencentes a este género podem ser encontradas
(Alvarado-Campo ef al., 2023; Phulpoto ef al., 2021b).

A primeira etapa deste trabalho envolveu a sele¢do de meios de cultura voltados ao
isolamento de bactérias do género Pseudomonas, especialmente aquelas de origem
ambiental. Foram utilizados meios com diferentes graus de seletividade, como descrito
previamente na Sec¢do 4.1. Entre eles, destacam-se o Agar ACC, o Agar Acetamida
Cetrimide Glicerol Manitol e o Agar Buffered Marine Yeast, todos reconhecidos por
favorecerem o crescimento de espécies ambientais de Pseudomonas. (Atlas, 2010). Além
desses, empregou-se o Agar Cetrimide, tradicionalmente indicado para o isolamento de
bactérias do género Pseudomonas, principalmente a Pseudomonas aeruginosa e o Agar
MacConkey, seletivo para bactérias gram-negativas.

Os resultados de isolamento mostraram que os meios Cetrimide e MacConkey
foram os mais produtivos, resultando em 31 e 21 coldnias isoladas, respectivamente. Esse
desempenho do meio MacConkey era esperado, uma vez que favorece o crescimento de
bactérias gram-negativas, grupo que se mostrou predominante entre os isolados conforme

confirmado pela coloracdo de Gram. Além disso, o maior nimero de isolados em Cetrimide
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reforca a relevancia desse meio para busca inicial de espécies de Pseudomonas. Embora o
meio Cetrimide seja tradicionalmente mais seletivo para Pseudomonas aeruginosa, ele
também pode permitir o crescimento de outras espécies ambientais do género, o que o torna
util como ponto de partida em estudos de isolamento nao direcionados exclusivamente a
patogénicas. Esses achados vao de encontro com os dados observados na literatura onde
podemos observar que o meio de centrimide pode atuar como um 6timo ponto de partida
em estudos de isolamento ndo direcionados exclusivamente a patogénicas (Gamze Yilmaz
etal., 2017)

A partir dos resultados de isolamento e da identificagdo por MALDI-TOF,
verificou-se que as cepas do género Pseudomonas foram obtidas exclusivamente nas
amostras coletadas na Cachoeira das Almas, tanto de agua (5 isolados) quanto de sedimento
(7 isolados). Nenhuma cepa desse género foi recuperada nas amostras provenientes da
Praia de Grumari.

Ambientes de agua doce, como a Cachoeira das Almas, geralmente apresentam
maior densidade e diversidade de Pseudomonas quando comparados a ambientes
marinhos. A maioria das espécies desse género prefere condicdes de baixa salinidade,
maior disponibilidade de matéria organica biodisponivel, pH relativamente estavel e
temperaturas mais moderadas, condigdes que predominam em ambientes dulcicolas
(Phulpoto et al., 2021). Esses fatores favorecem o desenvolvimento de espécies
identificadas neste estudo, como P. putida, P. chlororaphis e P. wayambapalatensis, que
sdo comumente associadas a solos, 4gua doce e sedimentos ricos em nutrientes (Alvarado-
Campo et al., 2023; Liu et al., 2022; Wittgens et al., 2018).

O sedimento da cachoeira também contribuiu para o maior nimero de isolados, por
se tratar de um ambiente naturalmente enriquecido em matéria organica. Esse tipo de
substrato costuma apresentar comunidades microbianas com predominancia de bactérias
ambientais ndo patogénicas, diferentemente dos sedimentos marinhos, que tendem a ser
menos diversos nesse grupo (Wang et al., 2012).

Embora algumas espécies de Pseudomonas tolerem salinidade, sua abundancia no
ambiente marinho costuma ser menor (El-Malah ef al., 2023). Assim, cepas desse género
podem estar presentes na Praia de Grumari, porém em concentracdes reduzidas, o que
impossibilita sua recuperagao pelos métodos empregados. Além disso, observou-se um
numero elevado de bactérias do género Enterobacter obtidos, principalmente, nas amostras

de ambiente marinho. A predominancia desse grupo sugere ele pode ter se estabelecido
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como uma comunidade competitiva e numericamente superior, o que possivelmente
dificultou o isolamento de Pseudomonas, seja por competi¢do ecoldgica direta ou pela
diferenca na abundancia relativa(Nimnoi e Pongsilp, 2022).

Portanto, a auséncia de Pseudomonas na Praia de Grumari e a predominancia dessas
bactérias na Cachoeira das Almas podem refletir caracteristicas ambientais especificas de
cada local. Esses resultados indicam que ecossistemas de agua doce representam nichos
mais favoraveis a deteccdo e ao isolamento de bactérias do género Pseudomonas.

Como o objetivo central deste estudo foi identificar cepas de Pseudomonas com
capacidade de produzir biossurfactantes, a avaliagao da atividade tensoativa constituiu uma
etapa essencial da andlise. Dessa forma, os testes de tensdo superficial foram conduzidos
para verificar se as cepas isoladas eram capazes de secretar metabolitos com propriedades
surfactantes, evidenciados pela reducao da tensdo superficial do meio. A diminui¢ao da
tensao superficial funciona como um indicativo direto da produgdo de compostos
tensoativos ¢ permite avaliar o potencial biotecnologico de cada cepa para aplicagdes
envolvendo biossurfactantes (Biktasheva ef al., 2024a).

A atividade tensoativa observada entre as amostras testadas demonstrou que a
maioria das cepas foi capaz de reduzir a tensdo superficial em comparacdo aos controles,
que permaneceram proximos a 72 mN/m, conforme esperado na auséncia de compostos
surfactantes. Esse resultado indica que diversas das cepas isoladas apresentam potencial
para a producdo de biossurfactantes, ainda que em niveis moderados. A variagdo nos
valores de tensdo superficial entre os trés meios minimos de sais (MSM1, MSM2 e MSM3)
sugere que as diferengas na composi¢do nutricional influenciaram de forma significativa a
sintese desses metabolitos.

Entre os meios avaliados, 0o MSM3 se destacou por promover as maiores redugdes
de tensdo superficial para as amostras SDAS, SDAS, SDA13, SDC1.4 e SDB1.4. A maior
concentracdo de fonte de carbono presente nesse meio, composta por 50 g/L de glicerol,
representa uma hipétese plausivel para o desempenho superior observado, assim como a
utilizagdo de nitrato de sddio (NaNQOs) como fonte de nitrogénio. Estudos indicam que a
sintese de ramnolipideos por Pseudomonas depende fortemente da relagdo C/N, sendo que
concentracgdes elevadas de carbono tendem a induzir a rota biossintética desses compostos
(Mat’atkova et al., 2022). Outro aspecto que provavelmente contribuiu para o bom
desempenho do MSM3 ¢ o fato de esse meio ter sido originalmente otimizado para a

producdo de biossurfactantes por Pseudomonas aeruginosa. Esse historico de formulagao
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proporciona condigdes nutricionais e fisico-quimicas que favorecem a ativagdo das vias
biossintéticas envolvidas na sintese de compostos tensoativos, o que pode explicar a
resposta positiva das cepas analisadas (Pereira et al., 2013).

O MSM2 apresentou um conjunto mais complexo de nutrientes, incluindo ureia
como fonte de nitrogénio, NaCl e uma solugao composta por oligoelementos. No entanto,
apesar dessa composi¢cdo rica, muitas amostras ndo exibiram redugdes significativas na
tensdo superficial nesse meio. Esse comportamento pode estar associado ao efeito
inibitorio decorrente do excesso de sais ou ao estresse osmotico provocado pelo NaCl, que
pode reduzir a taxa metabolica de algumas espécies de Pseudomonas ambientais nio
adaptadas a condicdes salinas (Bazire et al., 2009). Além disso, a concentracdo de glicerol
¢ menor (20g.L"), o que reduz a disponibilidade energética necessaria para a sintese de
biossurfactantes em algumas cepas (Saikia et al., 2012). Esse conjunto de fatores pode
explicar por que apenas a amostra SDA3 apresentou um melhor desempenho no MSM2, o
que sugere que essa cepa possui uma fisiologia mais tolerante a variagdes osmoticas ou
depende, em maior grau, da presenca de oligoelementos para melhorar seu metabolismo.

A faixa geral de redugdo de tensdo superficial observada foi entre aproximadamente
31 e 70 mN/m, que indica que algumas cepas produziram tensoativos e outras ndo. Embora
nenhuma cepa tenha atingido valores abaixo de 30 mN/m, tipicos de produtores altamente
eficientes como algumas Pseudomonas aeruginosa como demonstrado por Phulpoto em
2021, a produgdo observada ¢ coerente com perfis de Pseudomonas ambientais ndo
patogénicas (Biktasheva ef al., 2022). Assim, os valores encontrados reforcam a hipotese
de que ha variedade metabolica significativa entre as cepas isoladas, dessa forma torna-se
necessaria a avaliagdo de capa cepa individualmente, otimizando os meios de cultura,
ajustando fatores nutricionais e de cultivo para que seja possivel encontrar valores mais
relevantes.

Entre os destaques, identificou-se que ADCB37 no MSM1, SDAS8 ¢ SDA13 no
MSM3 e MSM1, e SDB1.4 no MSM3 se comportaram consistentemente como as melhores
produtoras em ao menos um dos meios testados. Esse padrdo sugere que cada cepa
responde de forma especifica as condi¢cdes nutricionais, refor¢ando que ¢ necessario a
otimizac¢do da produ¢do de biossurfactantes de cada cepa.

A eficiéncia das emulsdes foi avaliada a partir da andlise dos indices de
emulsificag@o obtidos a partir dos sobrenadantes produzidos em diferentes meios de cultivo

e formadas com diferentes 6leos (6leo de soja e hexadecano). De modo geral, observou-se



54

que o desempenho das amostras variou significativamente conforme o tipo de Oleo
utilizado e o meio de cultura no qual foi obtido o sobrenadante.

Os resultados obtidos com 6leo de soja apresentaram maior estabilidade e menor
variacao entre as triplicatas, principalmente no MSM?2, que se destacou como o meio mais
favoravel para a produgdo de moléculas emulsificantes. A maior consisténcia observada
nesse meio sugere que sua composicao nutricional favorece a sintese de metabolitos
capazes de formar emulsdes, provavelmente devido a indugdo de biossurfactantes com
maior afinidade por compostos lipidicos complexos, como os presentes no oleo vegetal
(Biktasheva et al., 2024b). Além disso, os indices entre 45% e 51% encontrados para a
maioria das amostras reforcam que tanto o MSM1 quanto o MSM2 sustentam a produgao
de biossurfactantes com atividade consideravel, enquanto o MSM3 apresentou
desempenho inferior para 6leo de soja.

Em contraste, os valores de emulsificacdo em n-hexadecano apresentaram maior
dispersdo e menor reprodutibilidade, especialmente no MSM3, onde varias amostras
exibiram desvios padrdo elevados. Essa instabilidade pode estar relacionada as
caracteristicas fisico-quimicas do hexadecano, um hidrocarboneto linear de baixa
polaridade, cuja interagdo com biossurfactantes depende de estruturas moleculares
especificas (Andreolli et al., 2023). A alta variabilidade também sugere que parte dos
biossurfactantes produzidos pode ter sido mais eficiente com substratos complexos (como
6leo de soja) do que com hidrocarbonetos puros. A amostra SDC1.4 ¢ um exemplo claro
dessa sensibilidade ao meio e ao 6leo, apresentando desempenho completamente distinto
entre MSM2 e MSM3.

Apesar da variabilidade, foi possivel identificar tendéncias de seletividade por
meio. No hexadecano, o MSM1 favoreceu a atividade das amostras ADC37, SDAS e
SDAS, enquanto o MSM2 apresentou maiores resultados para ADCB34, ADCB35, SDA3
e SDAI13, indicando que diferentes perfis metabdlicos podem ser estimulados em cada
composi¢dao de meio. Esses achados reforcam que a produgdo de biossurfactantes nao ¢
apenas dependente da espécie, mas também fortemente condicionada pelo ambiente
nutricional.

A observacao de que todas as amostras apresentaram algum grau de emulsifica¢ao
em pelo menos um meio e com pelo menos um dos 6leos demonstra que os isolados
possuem potencial bioemulsificante, embora a eficiéncia seja influenciada por multiplos

fatores. Em conjunto, os resultados destacam a importancia de testar diferentes fases



55

hidrofébicas e condi¢des de cultivo para identificar combinagdes mais adequadas tanto
para estudos de caracterizagdo quanto para aplicagdes biotecnologicas futuras.

A etapa de sequenciamento e analise de afiliagdo taxondmica permitiu validar de
forma mais robusta as identificagdes previamente realizadas por MALDI-TOF, o que
reforgou a confiabilidade dos dados obtidos ao longo do estudo. Como o género
Pseudomonas apresenta grande diversidade, o sequenciamento do gene s (16S rRNA) foi
essencial para confirmar a classificagdo das cepas e fornecer maior resolucdo em nivel de
espécie.

Os resultados revelaram que todas as demais cepas pertencem de fato ao género
Pseudomonas, o que corrobora as analises anteriores por MALDI-TOF. A predominancia
de linhagens com maior similaridade a P. wayambapalatensis (sete isolados) indica que
essa espécie, ainda que pouco descrita na literatura e sem evidéncias especificas de
producdo de biossurfactantes, pode ser mais frequente em ambientes de dgua doce e
sedimento preservados, como o local selecionado para o isolamento.

A presenca de cepas relacionadas a P. putida e P. chlororaphis, espécies
reconhecidas pela seguranca ambiental e ampla versatilidade metabodlica, refor¢a a
relevancia dos isolados obtidos. Essas bactérias sdo frequentemente descritas como
produtoras de compostos bioativos e capazes de degradar diversas fontes de carbono,
caracteristicas desejaveis para a producao de biossurfactantes em processos sustentaveis
(Liu et al., 2022; Nikel e de Lorenzo, 2018; Wittgens ef al., 2018). Por sua vez, as duas
cepas que apresentaram maior similaridade com Pseudomonas saponiphila acrescentam
diversidade metabdlica ao conjunto de isolados, uma vez que essa espécie ¢ associada a
degradacao de compostos hidrofobicos e pode, portanto, possuir rotas biossintéticas
especificas para a producdo de tensoativos microbianos. (Occhipinti ef al., 2018) .

Outro ponto relevante ¢ que o sequenciamento permitiu observar que, mesmo
dentro de um grupo taxondmico relativamente restrito, ha diversidade significativa entre
as cepas. Isso ¢ fundamental em estudos de bioprospecgao, pois diferentes espécies e até
diferentes linhagens dentro da mesma espécie podem apresentar capacidades distintas de
producdo de biossurfactantes, bem como tensoativos com diferentes propriedades (Oliveira
et al.,2021). Assim, a confirmagado taxondmica obtida por meio do sequenciamento, aliada
aos dados de atividade tensoativa, amplia a compreensao sobre o potencial funcional das
cepas isoladas e oferece informagdes importantes para a selecao de cepas promissoras para

estudos futuros.
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Como a analise de afiliagdo taxondmica revelou um grupo composto por sete cepas
com alta similaridade a espécie Pseudomonas wayambapalatensis, tornou-se necessario
avaliar se essa proximidade filogenética indicava que essas cepas eram clones. Para isso,
realizou-se a tipagem molecular por ERIC-PCR, técnica amplamente empregada para
discriminar linhagens bacterianas com alta resolugdo. Os perfis de bandas obtidos
permitiram comparar diretamente os padrdes gendmicos das cepas, fornecendo uma visao
mais detalhada do grau de similaridade presente no conjunto de isolados (Hematzadeh e
Haghkhah, 2021; Louws et al., 1994).

A anélise dos padrdes gerados revelou que as cepas ADCB37, ADCB38 e ADCB39
apresentaram perfis praticamente idénticos, o que sugere fortemente que se trata de
possiveis clones. Esse resultado ¢ consistente com o fato de essas amostras terem sido
coletadas no mesmo local e no mesmo meio de cultivo, diferindo apenas quanto ao grau de
dilui¢ao utilizado durante o isolamento. Em contraste, todas as demais amostras exibiram
padroes de bandas distintos entre si, indicando que, apesar da proximidade filogenética
observada no sequenciamento parcial do gene rrs, ha variabilidade genética entre as
bactérias isoladas. Esse achado ¢ particularmente relevante em estudos de prospec¢ao, pois
demonstra que mesmo cepas pertencentes a0 mesmo grupo taxondémico podem apresentar
diferencas gendmicas marcantes, potencialmente associadas a caracteristicas metabolicas
e produtivas distintas, incluindo a sintese de biossurfactantes (Nayarisseri e Singh, 2023;
Soberon-Chévez et al., 2021).

Assim, a tipagem molecular por ERIC-PCR complementou as analises taxonomicas
ao evidenciar que o conjunto de isolados apresenta diversidade genética expressiva,
fortalecendo o valor biotecnologico do grupo e sugerindo a existéncia de linhagens tnicas

com potenciais diferentes para a produgdo de biossurfactantes.



57

7. CONCLUSOES

e Foram isoladas ao total 12 cepas de bactérias do género Pseudomonas, sendo todas
isoladas do ambiente de 4gua doce (amostras da cachoeira das almas).

e Todas as cepas avaliadas apresentaram potencial para producao de biossurfactantes,
demonstrado pelos valores de tensao superficial e indices de emulsificagdo obtidos
nos diferentes meios de cultura.

e O meio MSM3 foi o mais eficiente na producao de biossurfactante com capacidades
de reducdo da tensdo superficial, concentrando a maioria dos menores valores
registrados e destacando-se como o meio mais favordvel para a producido de
biossurfactantes com maior atividade redutora de tensao.

e Os meios MSM1 e MSM2 mostraram melhor desempenho para a producao de
biossurfactantes com capacidade de realizar emulsdo em 6leo de soja, com destaque
para 0 MSM2, que apresentou maior consisténcia entre as triplicatas e os maiores
indices de emulsificacdo para a maioria das amostras.

e A emulsificagio em n-hexadecano apresentou maior variabilidade, indicando
menor estabilidade e reprodutibilidade das emulsdes quando essa fase hidrofobica
¢ utilizada.

e Mesmo com variacdes expressivas entre triplicatas e diferentes meios, todas as
amostras apresentaram emulsificagdo em pelo menos uma condi¢do testada,
confirmando o potencial das cepas como produtoras de biossurfactantes.

e Este estudo contribui para a selecdo inicial de isolados com maior potencial
biotecnoldgico, indicando candidatos promissores para etapas posteriores de

purificacdo, caracterizagcdo quimica e aplicacdo industrial.
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ANEXOS
Anexo I

Composicio do meio de levedura marinha tamponada:

INACT oo ettt et ba e ens 240 gL
YN . | USSP 20.0 g-L
Extrato de levedura..........ccoveeeiieeiiieiiie e 5.0g-L!
Tampao fosfato, pH 6.8 .......coovieriieiiiiieeeecee e 20.0 mL
Base mineral de HUtNer ...........ccooouiiiiiiiiiniiiee e, 20.0 mL
KOH (IN) ettt 7.0 mL

pH 6.8 £0.2 a25°C

Tampao fosfato pH 6,8, IM(g-L™"):

K2H2POA.....ooeeeeee et 85.4g-L!
NaAH2PO4 - H20....c.ciiiiieeeee e 70.4g-L™!

Base mineral de Hutner (g-L™):

MESO4 TH20 ..ottt 29.7 g-L*!
Acido NItrilOACEHICO ..o 10.0 g-'L!
CaCla ZH20 ... 334 gL
FeSO4 TH2O ..ot 0.01 g-'L!
(NH4)2ZMOO4 .ttt 0,00925 g-L!

Acetamida Cetrimida Glicerol Manitol Meio Seletivo:

ALGAT et 150 gL
K2SO04 e 10.0 g-L!
D-Mannitol ........c.cooiiiiiiiiiiieeee e 50gL™
MECL2 6H20 .o 14¢gL?!
CetrTMIAA ....eeeeeiieeieecee e e e e e sareeen 03 gL

Peptona ......cooeiiiiiie e 0.2¢gL™!
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Solugdo de acetamida.............ccevveevuiiieiiiiieiieeeee e 100.0mL
GLCRIOL. .. i 5.0 mL
pH 7.0 £ 0.2 a 25°C

Solugdo de acetamida:

ACCTAMIAA. ... 100 g-L™
Vermelho de fenol.......c..oevvveeiiiiiiiiiiee e 0,12
gL

Meio ACC:

Peptona ProteOSE......c.ueeeiviieriieeiie ettt 20.0 g-L!
AAT o 120 gL
GLCETOL. ...ttt 1.5g L™
KOS O e 1.5gL!
MESO4TH20 it

1.5g-L™

Solucdo de antibidtiCo ......cccvveeeeeciiieeieiiieeeeeeee e 10.0 mL

pH 7.2+ 0.2 a 25°C.

Solugao de antibidtico (Composi¢ao por 10.0mL):

CicloheXimida.........ooevuiiiiiiieciieeeiee e 0.075g-L!
AMPICIING.....ooiiiiiiiiiiecieee e e e 0.05g-L!
Cloranfenicol..........coeeviiviriiiieiiriceceeeee e 0.0125g-L™
Anexo 1T

Meio Minimo de Sais 1 composi¢ao por litro:

INANO .ttt st 5.54g-L!
MESO4.TH20 ...t 0.2g-L!
KOHPO e 7g- L1



GLCRIOL ...ttt e eeees 30g-
Ll

Meio Minimo de Sais 2, composi¢iao por litro:

NAHPO. . 22g- L
KH2PO 4 l.4g-L™!
MESO4TH2O ... c.eiiiiiiieeeee e 0.6g-L™!
FeSO4.7HzO ...................................................................................... 0.01g-L!
INACL ettt 0.3g-L™!
CACL2 e 0.02g-L!
GLCRIOL....iiiiiieiiieieceee ettt seae b e 20g-L!

UT 1A e citieiieeieeciie ettt ettt ettt st e ebeesaaeesbeessseenseesaseesseessseenns lg-L™*!
Solugdo de oligoelementos...........cceevereerierienienienieneeereeeeeeeee lg.L™

Solugao de oligoelementos composicao por litro:

TS0 YA & £ 0 SO 2.32g-L

MNSOUAHLO oo eseeeseeeeeeeseesseeeeseseeesseeeeeesessseees 1.78¢-L"
FESBOS oo 0.56g-L"
TG ITL O T} £ o SN 1.0gL
1T Y (a0 Y1) £ o SO 0.39g-L"!

50 OSSOSO 0.66g-L"

Meio Minimo de Sais 3, composi¢ido por litro:

Glicerol bruto.........cooeviiiiiiiiiiii e . 50g LY

NANO .ot s e et e e e e sbeeesaeeennes 4g-L!
KoHPO e T7g- L
KH2PO 4 3g-L!

MESO4.TH20 ...ttt 0.2g-L!
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