UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
CENTRO DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA
CURSO DE CIENCIAS BIOLOGICAS (BACHARELADO)

SAMUEL FREIRE FREITAS

EPS BACTERIANO: AVALIACAO DE RENDIMENTO E POTENCIAL
BIOTECNOLOGICO COMO SURFACTANTE

FORTALEZA
2022



SAMUEL FREIRE FREITAS

EPS BACTERIANO: AVALIACAO DE RENDIMENTO E POTENCIAL
BIOTECNOLOGICO COMO SURFACTANTE

Trabalho de Conclusdao de curso apresentado
ao curso de graduacdo em Ciéncias Bioldgicas
(Bacharelado) do Centro de Ciéncias da
Universidade Federal do Ceard, como requisito
parcial a obtencdo do grau de Bacharel em
Ciéncias Bioldgicas.

Orientadora: Profa. Dra. Vania Maria Maciel
Melo.

FORTALEZA
2022



Dados Internacionais de Catalogacdo na Publicacio
Universidade Federal do Ceard
Sistema de Bibliotecas
Gerada automaticamente pelo médulo Catalog, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

F938e Freitas, Samuel Freire.
EPS bacteriano : avaliagdo de rendimento e potencial biotecnolégico como surfactante / Samuel Freire
Freitas. — 2022.
27 f. : il. color.

Trabalho de Conclusio de Curso (graduag@o) — Universidade Federal do Cear4, Centro de Ciéncias,
Curso de Ciéncias Bioldgicas, Fortaleza, 2022.
Orientacdo: Profa. Dra. Vania Maria Maciel Melo.

1. Triagem. 2. Exopolissacarideo. 3. Emulsio. I. Titulo.
CDD 570




SAMUEL FREIRE FREITAS

EPS BACTERIANO: AVALIACAO DE RENDIMENTO E POTENCIAL
BIOTECNOLOGICO COMO SURFACTANTE

Trabalho de Conclusdao de curso apresentado
ao curso de graduacdo em Ciéncias Bioldgicas
(Bacharelado) do Centro de Ciéncias da
Universidade Federal do Ceara, como requisito
parcial a obtencdo do grau de Bacharel em
Ciéncias Biolodgicas.

Orientador: Profa. Dra. Vania Maria Maciel

Melo.
Aprovada em: 10/02/2022.

BANCA EXAMINADORA

Profa. Dra. Vania Maria Maciel Melo (Orientador)
Universidade Federal do Ceard (UFC)

Profa. Dra. Camila Tauane Monteiro do Nascimento
Universidade Estadual do Ceard (UECE)

Dra. Maria Cristiane Rabelo
Universidade Federal do Ceara (UFC)



AGRADECIMENTOS

A minha tia Raimunda Nonatta dos Santos Santiago por todo apoio nos estudos e
por ter me feito sentir paixao pelo conhecimento.

Aos meus pais pelo suporte financeiro durante a graduacao.

Aos meus amigos Giovanni Sousa Marques, Isabel Cristina Gongalves Pinto e
David Rezende da Silveira, pelos momentos que dividiram comigo desde que entrei na

faculdade e por me inspirarem de formas diferentes a continuar no meu caminho.

Ao meu Professor e amigo Dr. Jorge Ivan Sanchez Botero por ter me inspirado a

continuar na ciéncia, pelas conversas e por todo o apoio durante minha graduagao.

Ao meu amigo Alan Victor dos Santos Teles por ter me ajudado em todas as
“emergéncias eletronicas”.

A Familia Casellato pelo apoio emotivo e por me incentivar sempre.

Ao Prof. Dr. Cleverson Diniz Teixeira de Freitas pelo incentivo na pesquisa € por
ter colaborado com meu desenvolvimento académico.

A Profa. Dra. Camila Tauane Monteiro do Nascimento Porfirio por toda a
“mentoria cientifica”, pelos didlogos, discussdes, gargalhadas e apoio prestado.

Ao Prof. Dr. Vicente Vieira Faria pela paciéncia, excelente coordenacdo, ética e
pelos didlogos que tivemos.

Ao Prof. Dr. Lorenzo Roberto Sgobaro Zanette pelo ensino de Evolucado Bioldgica,
Otimas piadas e por ter tornado o final da graduacdo muito mais interessante.

A Profa. Dra. Vania Maria Maciel Melo, minha orientadora e principal fonte de
inspiracao profissional para mim.

Ao CNPq (Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnoldgico), pelas bolsas de estudo dentro da minha graduacdo e auxilio financeiro que me
possibilitou continuar os meus estudos.

A toda equipe Laboratério de Ecologia Microbiana e Biotecnologia
(LEMBIOTECH) e, em especial, Dra. Talita Camila Evaristo da Silva Nascimento, Dra.
Mirella Leite Pereira, Dra. Maria Cristiane Rabelo e a mestranda Luzia Gabrielle Zeferino de
Castro por todos os ensinamentos e grande ajuda na realizacdo deste trabalho. Sem voc€s,
seria impossivel realizar os experimentos e coletar os resultados.

A Bruna Andrade de Sousa, por tudo.



RESUMO

Biofilmes sdo estruturas bioldgicas em formas de agregados de células que possuem
propriedades aderentes a substratos sélidos, interfaces de dgua ou emulsdes. O principal
elemento constituinte do biofilme € uma matriz extracelular formada por substincias
poliméricas chamada de exopolissacarideos ou EPS. Os EPS sdo os principais responsdveis
pela estrutura, integridade funcional e propriedades fisico-quimicas dos biofilmes,
apresentando vdarias funcdes para a sobrevivéncia das células. H4 um crescente interesse no
estudo de EPS para aplicacdo biotecnoldgica em setores industriais, biorremediacdo e nas
ciéncias médicas. Esse estudo apresentou uma triagem de bactérias para producdo de
exopolissacarideos, extracdo de EPS das bactérias selecionadas, testes de emulsdes para
avaliar o potencial biotecnoldgico como um biosurfactante, tempo de formacdo de biofilme,
eficiéncia de producdo de EPS por célula e quantificacdo de proteinas e carboidratos totais.
Houve inversdo de fase de emulsdo de uma das bactérias selecionadas e um aumento de
eficiéncia em indices de emulsdo. Além disso, esse estudo permite projecdes futuras para
caracterizacdo da composi¢cdo quimica dos EPS, andlise de inversdo de fase de emulsdo e

otimizacdo de produ¢do de EPS por meio de alteracao de varidveis.

Palavras-chave: triagem; exopolissacarideo; emulsao.



ABSTRACT

Biofilms are biological structures in the form of cell aggregates that have adherent properties
to a solid surfaces (substratum), water interfaces or emulsions. The main constituent element
of the biofilm is an extracellular matrix formed by polymeric substances called
exopolysaccharides or EPS. EPS are primarily responsible for the structure, functional
integrity and physicochemical properties of biofilms, presenting several functions for cell
survival. There is a growing interest in the study of EPS for biotechnology application in
industrial sectors, bioremediation and in the medical sciences. This study presented a
screening of bacteria for exopolysaccharide production, EPS extraction from selected bacteria,
emulsion tests to assess the biotechnological potential as a biosurfactant, biofilm formation
time, EPS production efficiency per cell and quantification of proteins and carbohydrates
totals. There was an inversion of the emulsion phase of one of the selected bacteria and an
increase in efficiency in emulsion indices. In addition, this study allows future projections for
characterization of the chemical composition of EPS, analysis of emulsion phase inversion

and optimization of EPS production by changing variables.

Keywords: screening; exopolysaccharides; emulsion.
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1 INTRODUCAO

A maioria dos micro-organismos vivem de maneira agregada em forma de
biofilmes e flocos (biofilmes planctonicos), os quais possuem propriedades aderentes a
substratos so6lidos até interfaces de dgua ou emulsdes. O elemento comum formador desse
biofilme é uma matriz extracelular de substancias poliméricas, também denominada de EPS
(WINGENDER; NEU; FLEMMING, 1999). Wingender, Neu e Flemming (1999, p.1,
traducdo nossa) afirmam que “Biofilmes sdo acumulagdes de micro-organismos, EPS, cétions
multivalentes, particulas organicas e inorganicas e componentes coloidais e dissolvidos”.
Desses, o EPS € o principal responsavel pela estrutura, integridade funcional e sdo aceitos
como componentes principais que determinam as propriedades fisico-quimicas e bioldgicas
dos biofilmes. Embora a denomina¢do mais comum de EPS seja em referéncia a
polissacarideos extracelulares, devido as pesquisas iniciais envolvendo o tema, atualmente
sabemos que muitas macromoléculas participam da estrutura quimica como proteinas, dcidos
nucleicos, componentes anfifilicos e substancias humicas (NOUHA et al., 2018).

Os exopolissacarideos (EPS) podem se localizar na superficie celular (capsular)
ou fora da célula (slime), além de poderem ser o resultado de diferentes processos como:
Secrecdo ativa da célula, liberacdo de material para superficie celular, lise celular e adsorcao
do ambiente (SALAMA et al., 2015). Os EPS estdo sujeitos a degradacdo bidtica (enzimas)
ou abidticas, modificagdes e processos de condensacdo. Esse processo de degradacdo estd
vinculado a ecologia microbiana, pois a catdlise dessas reagdes pode resultar em potenciais
fontes de energia e carbono, servindo como um estoque energético para as células (PHAM et
al., 2020; SINGH et al., 2015; ZHANG; BISHOP, 2003). As fun¢des mais comuns atribuidas
aos EPS sdo: adesdo a superficies, barreira protetiva, sorcio de componentes organicos e
inorganicos, retencdo de dgua e atividades enzimdticas, evasio bacteriana contra a defesa do
sistema imunolégico (HALL-STOODLEY; COSTERTON; STOODLEY, 2004; KUMAR;
MODY; JHA, 2007; NWODO; GREEN; OKOH, 2012; SRIRAMULU et al., 2005).

Ha um interesse particular nos EPS quanto ao potencial biotecnoldgico que essas
moléculas podem oferecer. Por exemplo, o xanthan é usado comercialmente como um
estabilizante de misturas tanto na indidstria de alimentos quanto em cosméticos
(KATZBAUER, 1998), o dextran ¢ utilizado como componentes de solucdes para tratamento
de certos traumas e patologias (BELDER, 1993; HEINZE et al., 2006) e o alginato € um
formador de gel e estabilizante e estd relacionado ao sistema de drug delivery (LEE;

MOONEYA, 2012; TONNESEN; KARLSEN, 2002). Além disso, Kumar, Mody e Jha (2007,



tradu¢do nossa) mostram outros exemplos de aplicacoes de EPS em tratamentos contra
tumores, formacdo de anticorpos, agentes formadores de gel, emulsificantes, removedores de
metais pesados, recuperadores de 6leo e sao fontes de monossacarideos.

Nesse contexto, foi realizada uma triagem inicial de 5 bactérias para produgdo de
exopolissacarideos com o objetivo de visualizar uma formacdo rdpida de biofilme nas
colOnias e analisar quais tinham potencial para produzir EPS. Além das col6nias selecionadas
apds a triagem foi adicionada uma coldnia que ji foi previamente isolada de Bacillus
amyloliquefaciens intitulada de JAG248. A escolha da adicdo desse micro-organismo &
justificada por relatos na literatura de produgdo de EPS envolvendo essa espécie (DEKA et al.,
2018; ZHAOQ et al., 2018). Apds a selegdo, foi realizada a fermentacao em tempos variados e
com tempos de parada até visualizarmos a formacao de biofilme no meio de cultura. O tempo
de crescimento das culturas sem agitacdo foi realizado para que fosse possivel a formagdo de
biofilme por meio da comunicacdo entre as células (quorum sensing), como € respaldado na
literatura (FREDERICK et al., 2011; HAMMER; BASSLER, 2003; NADELL et al., 2008;
TAN et al., 2014). Existem vérios métodos de extracdo de EPS documentados na literatura
(D’ABZAC et al., 2009; LIU; FANG, 2002; NIELSEN; JAHN, 1999), mas foram escolhidos
os métodos de centrifugacdo e precipitacdo com etanol por efeitos praticos e de menor custo,
ja que um dos objetivos do trabalho era avaliar a eficiéncia de produgdo de EPS pelas células.
Apés a extracdo, foram realizados testes de emulsdo para avaliarmos o potencial
biotecnoldgico dos EPS como possiveis emulsificantes. Apos a selecdo, foi realizada a
quantificagdo de proteinas totais pelo método de Bradford (KRUGER, 2009) e a quantificagao

de carboidratos totais pelo método colorimétrico (DUBOIS et al., 1956).



2 METODOLOGIA

As bactérias isoladas para a triagem foram previamente isoladas e identificadas
por género pelo Laboratério de Ecologia Microbiana e Biotecnologia (LEMBIOTECH), com
excecao da bactéria codificada como BCPL7.

As bactérias selecionadas e o cdédigo de identificacdo sdo: Brucella sp. —
FOR1703; Pseudomonas sp. — FOR1702; Alcanivorax sp. — FOR1701; Alcanivorax sp. —
FOR1706; Acinetobacter sp. — FOR1503 e a bactéria desconhecida — BPCL7.

Foi estabelecida uma densidade dptica (ODsgo) de 0.500 para cada bactéria. Foi
utilizada solugdo salina 0,9% autoclavada para a diluicdao até atingir um valor préximo ao
mencionado. As andlises foram utilizando uma cubeta de acrilico.

Como ja mencionado na introdugdo, além das bactérias descritas, foi adicionada
outra bactéria por conta de suas propriedades previamente conhecidas em producdo de EPS

cujo codigo € JAG248 (Bacillus amyloliquefaciens) (DEKA et al., 2018; ZHAO et al., 2018).

2.1 Triagem para selecao de bactérias produtoras de EPS

Foi seguido o protocolo de Paulo et al. (2012) com modificagdes. Cada bactéria
previamente isolada foi inoculada em um Erlenmeyer contendo 20mL de meio TGE (Triptona
5g/L — Glicose 1g/L — Extrato de Levedura 2,5g/L) e foram colocadas sob agitacdo de 150rpm,
a 30°C e por 24 horas.

Ap6s esse periodo, foi feita uma dilui¢do utilizando meio TGE (mesmas
composi¢des) como diluente em proporcdo 1:10. Apds a dilui¢do, foram inoculados Syl de
cada cultura em discos de papel filtro estéreis (5 milimetros de didametro) em placas de Petri
contendo meios ATGE (Agar 15g/L — Triptona 5g/L — Glicose 20g/L — Extrato de Levedura
2,5g/L) e ATSE (Agar 15g/L — Triptona 5g/L — Sacarose 20g/L — Extrato de Levedura 2,5g/L).

Seis colonias foram testadas em cada placa. As placas foram incubadas a 30°C por
24 horas. Apés a incubacido, a produgdo de EPS foi inferida pela formacao de colonias com

biofilme ao redor do disco. As andlises foram conduzidas em duplicata.

2.2 Contagem em placas — Técnica de Superficie

As bactérias selecionadas na etapa 2.1 foram escolhidas para fazer a contagem de

células sob a superficie de placas de Petri. Inicialmente, foi realizada uma diluicdo seriada
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utilizando solucdo salina 0,9% estéril como diluente até a 107 e colocamos uma aliquota de
0,1mL das dilui¢des 107, 10° e 107 em placas de Petri contendo meio ATGE (Agar 15g/L —
Triptona 5g/L — Glicose 1 g/L. — Extrato de Levedura 2,5g/L). A aliquota foi espalhada sobre o
meio com o auxilio de uma al¢a de Drigalsky até a absorcao total. Apds isso, as placas foram

incubadas a 37°C por 48 horas.

2.3 Fermentacio para formacao de biofilme

As bactérias selecionadas na etapa 2.1 cresceram sob as mesmas condi¢des
iniciais. Apds o ajuste da ODeoo, foi inoculada uma quantidade referente a 1% (v/v) de cultura
em Erlenmeyers contendo 150mL de meio TGE (Triptona 5g/LL — Glicose 20g/L — Extrato de
Levedura 2,5g/L).

Foram divididos dois grupos de indculos: 1) Os inéculos ficaram sob agitacdo
(150rpm, 30°C e 24 horas) e depois ficaram 48 horas em estase a 30°C; e 2) Os outros
in6culos ficaram sob agitacdo constante durante 72 horas (mesmas condi¢Oes de rotacdo do
primeiro grupo). Foi medida a ODgoo no final dessa etapa e os experimentos foram feitos ao
mesmo tempo.

ApO6s as 72 horas, os dois grupos foram deixados em estase a 30°C por 96 horas.

Foi realizada uma nova leitura de ODggo.

2.4 Primeira Extracdo de EPS

O protocolo de extracdo de EPS foi o de Yang ef al. (2018) com modificagdes.
Primeiro, as células foram removidas por centrifugag¢do a 8000g a 4°C por 40 minutos. Entao,
foi adicionado ao sobrenadante uma quantidade referente a 3 vezes o volume de etanol gelado
95% (v/v). A mistura foi mantida a 4°C por 24 horas.

Apés esse procedimento, o material foi centrifugado a 11000g a 4°C por 60

minutos. O material insolivel (pellet) foi solubilizado em 2mL de dgua destilada.
2.5 Teste de Emulsao
Foi seguido o protocolo de Cooper e Goldenberg (1987) com modificacdes. A

atividade emulsificante foi avaliada pela adicdo de 2mL de querosene e 2mL de amostra

aquosa, utilizando o vértex em alta velocidade por 2 minutos. O resultado foi registrado em
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fotografias 24 horas depois. A porcentagem de emulsdo foi obtida pela altura da camada de

emulsdo dividida pela altura total no tubo e multiplicada por 100.

2.6 Segunda Extracao de EPS

O protocolo de fermentacdo para formacao de biofilme escrito no tépico 2.3 foi
repetido para as bactérias que tiveram melhor resultado com o teste de emulsdo, descrito no
topico 2.5. Os volumes aumentaram para S00mL de inéculo, feitos em duplicata. A propor¢cao
de etanol gelado 95% mudou para 1:1 por conta do grande volume dos indculos e porque
temos dados na literatura que mostram que a propor¢do de dlcool ndo altera no rendimento de
EPS (OLEKSY-SOBCZAK; KLEWICKA; PIEKARSKA-RADZIK, 2020).

Os in6culos foram deixados em um freezer que chegou proximo a 8°C por 24
horas, ou seja, uma temperatura maior que o recomendado para extragdo de EPS. O tempo de
centrifugacdo da amostra foi reduzido por conta do grande volume de in6culo e por ter sido
consultado outros resultados na literatura mostrando tempos variados na centrifugacdo de
extracdo (DEKA et al., 2018; OLEKSY-SOBCZAK; KLEWICKA; PIEKARSKA-RADZIK,
2020; ZHAO et al., 2018).

Os in6culos foram armazenados no freezer por 72 horas até tudo ser centrifugado.
Ap6s isso, o pellet foi solubilizado em 10mL de 4gua destilada. Com essa amostra, foi refeito
o teste de emulsdo seguindo o mesmo procedimento descrito no topico 2.5 e foram realizadas

as andlises de quantidade de carboidratos e proteinas totais.

2.7 Método Colorimétrico para Quantidade de Carboidratos Totais

Foi seguido o protocolo de Dubois e? al. (1956) com modificacdes. Foi reduzido a
propor¢do para 0,5mL de amostra, 0,5mL de Fenol 5% e 2,5mL de 4cido sulftrico
concentrado. O actcar escolhido como comparacao foi a glicose e, por isso, a leitura foi feita
a 490nm. Foi utilizada uma equacgdo da reta para determinar a concentracdo da amostra. Se a

amostra for diluida, o valor serd multiplicado pelo fator de dilui¢@o.

2.8 Método Bradford para Quantidade de Proteinas Totais

Foi seguido o protocolo de Kruger (2009) referente ao ensaio padrdo. Foi utilizada

a albumina sérica bovina como proteina padrao e foi utilizada uma equacdo da reta para
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determinar a concentracdo da amostra. Se a amostra for diluida, o valor serda multiplicado pelo

fator de diluigdo.
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3 RESULTADOS OBTIDOS E DISCUSSAO

3.1 Triagem para seleciao de bactérias produtoras de EPS

Figura 1 — Triagem realizada com meio ATGE usando Glicose 20g/L

Fonte: Fotografia elaborada pelo autor.
Figura 1. Na placa 1 aconteceu uma contaminagio do controle, onde houve crescimento da FOR1702
(Pseudomonas sp.). Em ambas as placas foi visualizado um espalhamento da FOR1703 (Brucella sp.).

Figura 2 — Triagem realizada com meio ATGE usando Sacarose 20g/L.

Fonte: Fotografia elaborada pelo autor.

Figura 2. Na placa 1 houve a observagdo de um halo realizado pela BPCL7 (bactéria contaminante). Novamente,
foi observado um espalhamento da FOR1703 (Brucella sp.) na placa 1 e um crescimento significativo da
FOR1703 e BPCL7 em ambas.
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Depois da triagem foram escolhidas as bactérias BPCL7 e FOR1703 com base no

crescimento e produgdo de biofilme. Nao foram observadas diferencas significativas de

producdo de biofilme, morfologia ou crescimento bacteriano ao variar a fonte de carboidrato

utilizado. Desse modo, foi escolhida a glicose como fonte de carboidrato para as préximas

andlises por ser um monossacarideo e ser mais presente na literatura. A alta concentracdo de

glicose e sacarose estdo relacionadas a maior eficiéncia de producio de biofilme reportada na

literatura (WALDROP et al., 2014; TRULEAR; CHARACKLIS, 1982).

3.2 Contagem em placas — Técnica de Superficie

Tabela 1 — Contagem de Unidades Formadoras de Coldnia (UFC)

. . Diluicao
Bactérias L 10° 1:10° ‘
JAG248 249 298 Na3o realizado N3o realizado
BCPL7 >300 >300 166 162
FOR1703 >300 >300 >300 >300

Fonte: Elaborada pelo autor.

Tabela 1. As contagens da JAG248 ja tinham sido feitas em um estudo prévio e, por isso, ndo hd contagem

realizada em dilui¢des maiores.

FOR1703 apresentou uma maior quantidade de UFCs por volume. Essa

informacdo é condizente com o crescimento presentes nos indculos. As Tabelas 2 e 3

apresentam esses dados.

3.3 Fermentacao para formacao de biofilme

Tabela 2 — ODgoo lida para realizar a inoculagao

Bactéria | Densidade Optica

JAG248 0.587

BPCL7 0.521
FOR1703 0.573

Fonte: Elaborada pelo autor. Dados da pesquisa

Ha na literatura muitas mengdes a formagdao de biofilme por meio de guorum

sensing em bactérias (FREDERICK et al., 2011; HAMMER; BASSLER, 2003; NADELL et

al., 2008; TAN et al., 2014) e, por isso, foi decidido formar dois grupos onde um dos indculos

ficaria sob estase depois de 24 horas de agitacdo e o outro grupo ficaria sob agita¢do por 72
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horas. O objetivo desse experimento foi elucidar se o tempo de agitacdo interferiria na
formacdo de biofilme e se € possivel obter um maior rendimento com um crescimento
bacteriano maior. Essa hip6tese foi confirmada e visualizada na Figura 4, cujas fotografias
foram tiradas a0 mesmo tempo.

Ap6s a inoculacdo, houve uma nova leitura dos indculos ap6s 72 horas (Grupos 1
e 2), onde foi possivel observar uma producio de biofilme e algumas alteragdes de leitura de
ODeoo decorrentes dos tempos de incubagdo distintos. O Grupo 1 se refere ao primeiro grupo
mencionado na metodologia, enquanto o Grupo 2 se refere ao segundo grupo. Os dados
referentes a essa observacgao estdo na Tabela 3.

Figura 3 — In6culos depois de 24 horas de agitacao

Fonte: Fotografia elaborada pelo autor.
Figura 3. JAG248 apresenta colorag@o diferente entre as duas duplicatas e ndo hd aspecto visual de formagdo de
biofilme em nenhuma das amostras. Fotografia tirada antes da divisao dos grupos.
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Figura 4 — Tempo de Estase dos indculos em periodos diferentes

Fonte: Fotografia elaborada pelo autor.

Figura 4. (1) 1° Grupo: JAG248, BPCL7 e FOR1703 foram fermentados por 24 horas a 30°C e depois passaram
24 horas em estase. (2) 1° Grupo: JAG248, BPCL7 e FOR1703 fermentados por 24 horas e depois passaram 48
horas em estase a 30°C. (3) 2° Grupo: JAG248, BPCL7 e FOR1703 depois de 72 horas sob agitagdo constante.
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Foi notério o aparecimento de formacgdo de biofilme apds a estase dos indculos,
tendo diferencas visuais em cada meio. JAG248 apresentou perda de turbidez e uma formacgao
de biofilme na superficie no liquido, enquanto as outras bactérias possuiam um biofilme

fragmentado que estava presente no proprio meio de cultura.

Figura 5 — Grupos de indculos apds 96 horas de estase a 30°C

Fonte: Fotografia elaborada pelo autor.
Figura 5. (1) 1° Grupo. (2) 2° Grupo.

Os dois grupos foram submetidos & uma estase a 30°C por 96 horas para
visualizarmos a diferenca do tempo de agitacdo em relagdo ao rendimento de biofilme pelos
inéculos. Esses resultados foram registrados na Tabela 3 por meio da leitura da ODeoo antes e

depois da estase em conjunto.

GRUPOS COLONIA ANTES DEPOIS
JAG248 0.074/0.243/0.065 0.032
1 BPCL7 1.398 1.003
FOR1703 1.241 1.138
JAG248 1.181 0.113
2 BPCL7 1.158 1.077
FOR1703 1.741 1.782

Tabela 3 — ODgoo dos indculos antes e depois da estase a 30°C

Fonte: Elaborada pelo autor. Dados da pesquisa.

Tabela 3. Grupo 1 — Ficou sob agitacdo constante por 24 horas e, apds isso, foi armazenado em uma estufa a
30°C, ficando parado; Grupo 2 — Ficou sob agitagdo constante por 72 horas e, apds isso, foi armazenado em uma
estufa a 30°C, ficando parado (em estase).

O objetivo desse experimento foi elucidar a influéncia da agitacdo na formacao do
biofilme e o tempo necessario para a formagio deste. E notério que a JAG248 do Grupo 1 se
destacou pela instabilidade na leitura antes do periodo de estase (motivo de ter tido 3 leituras)

e isso estd de acordo com o resultado expresso na Figura 4, onde o meio de cultivo perdeu
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turbidez conforme o tempo se passou em estase. A JAG248 do Grupo 2 também sofreu uma
reducdo grande de ODgoo em decorréncia da formagdo do biofilme. Nao houve uma reducio
de ODsoo significativa na FOR1703 nem na BPCL7 nos dois grupos. Isso provavelmente
aconteceu porque as células dessas duas coldnias ndo se organizaram em biofilmes
planctonicos, como na JAG248. Visualmente, JAG248 apresentou uma formacao significativa

de biofilme na interface do liquido.

3.4 Primeiro Teste de Emulsao

Apés a extracdo, foi realizado um teste de emulsdo. Os resultados foram

registrados na Tabela 4.

Tabela 4 — Primeiro Teste de Emulsdo

. TIPO DE PORCENTAGEM
GRUPO BACTERIA EMULSAO DE EMULSAO
JAG248 Oleo/Agua 60%
1 BPCL7 Oleo/Agua 20%
FOR1703 Oleo/Agua 15,38%
JAG248 Oleo/Agua 57,14%
2 BPCL7 ()leo/Agua 53,3%
FOR1703 Oleo/Agua 35,7%

Fonte: Elaborada pelo autor. Dados da pesquisa.

Por meio dos resultados das emulsdes foi descartado a produgao da FOR1703 por
nao apresentar um resultado satisfatorio. JAG248 apresentou um bom resultado nos dois
grupos, mas foi escolhido o menor tempo de agitacdo por questdes de otimizacdo. BPCL7 do
segundo grupo apresentou um resultado muito melhor e é possivel que isso seja devido ao
numero de células pelo tempo de crescimento ter sido maior. Desse modo, a JAG248 do
grupo 1 e a BPCL7 do grupo 2 foram escolhidas para serem produzidas em maiores volumes

de in6culo.

3.5 Segundo Teste de Emulsao

Foi realizado um segundo teste de emulsdo para garantir a efici€éncia e confirmar

os resultados anteriores, mesmo com as modificacdes apontadas durante o processo de

extracdo. Os resultados estdo expressos na Figura 6 e Tabela 5. Além disso, foi mostrado
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também um comparativo com o primeiro teste em relacdo a JAG248 e esse resultado estd

presente na Figura 7.

Figura 6 — Segundo Teste de Emulsao

JAG248  JAG248. BPCLff73 BpCcL7 | ¥
' B CONTROL

g

Fonte: Fotografia elaborada pelo autor.
Figura 6. A andlise foi realizada em duplicata, onde foram obtidos valores bem préximos aos anteriores.

Tabela 5 — Segundo Teste de Emulsao

COLONIA TIPO DE PORCENTAGEM MEDIA DA
EMULSAO DE EMULSAO | PORCENTAGEM
Agua/Oleo 53,5%
JAG24S Agua/Oleo 51.7% 52,6%
Oleo/Agua 68,9%
BreL Oleo/Agua 68.9% 68,9%

Fonte: Elaborado pelo autor.



20

Figura 7 — Comparativo entre testes de emulsdo da JAG248

JAG248 JAG248 W 14 ioas
178 '

Fonte: Fotografia elaborada pelo autor.

Figura 7. Os dois tubos a esquerda mostram o resultado do segundo teste de emulsdo,
enquanto o tubo que estd mais 2 direita mostra o resultado do primeiro teste de emulsdo. E
visualizado uma inversdo de fases.

O resultado da BPCL7 foi melhor que o esperado enquanto que a JAG248 mudou
de fase em relacdo ao tipo de emulsdo. Algumas hipéteses podem ser levantadas para isso ter
acontecido. Primeiro, o tempo de extragdo foi maior por conta do grande volume de liquido a
ser centrifugado (72 horas); segundo, o local que as amostras foram colocadas para realizar a
extracdo ndo chegava a 4°C, estando em uma temperatura maior e; terceiro, o tempo de
centrifugacao foi menor devido ao grande volume de in6culo, podendo ter afetado a extragao

de algumas moléculas. Nao foi encontrado nada na literatura sobre isso.

3.6 Método Colorimétrico para Quantidade de Carboidratos Totais

Nessa etapa, houve um interesse em quantificarmos os carboidratos presentes na
matriz de EPS com o objetivo de comparar as proporcdes de biomoléculas entre as colonias e
preparar amostras para futuras caracterizacdes. Esse teste foi realizado com a amostra do
segundo processo de extracdo de EPS. Foi feita uma curva padrdo utilizando glicose em

concentracdes diferentes e foi obtido o Grafico 1.
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Grafico 1 — Curva Padrio de Glicose
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Fonte: Elaborado pelo autor. Dados da Pesquisa.

A partir da construcdo da curva padrdo, foram feitas leituras das amostras no
espectrofotometro e os resultados foram utilizados na férmula obtida por meio da construgdo

da curva. Os dados estdo expressos na Tabela 6, na qual mostra uma concentracdo maior na

JAG248.
Tabela 6 — Concentracdo de Carboidratos das Bactérias Selecionadas
, 0))) ~ A A
BACTERIA 490 ] DILUICAO CONCENTRACAO| CORRECAO
LEITURAS | MEDIA (ng/mL) (ng/mL)
JAG248  0.444 0.346 0.465 0.418 1:100 40,74 4.074
BPCL7  0.273 0.283 0.269  0.275 1:100 27,74 2.774

Fonte: Elaborada pelo autor. Dados da pesquisa.

3.7 Método Bradford para Quantidade de Proteinas Totais

Nessa etapa, houve um interesse em quantificarmos as protefnas presentes na
matriz de EPS com o objetivo de comparar as proporcdes de biomoléculas entre as colonias e
preparar amostras para futuras caracterizacdes. Esse teste foi realizado com a amostra do
segundo processo de extragdo de EPS. Foi feita uma curva padrdo utilizando albumina sérica

bovina em concentragdes diferentes e foi obtido o Grafico 2.
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Grafico 2 — Curva Padrao da Albumina Sérica Bovina
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Fonte: Elaborada pelo autor. Dados da pesquisa.
A partir da construcdo da curva padrdo, foram feitas leituras das amostras no
espectrofotometro e os resultados foram utilizados na férmula obtida por meio da construcao

da curva. Os dados estdo expressos na Tabela 7, na qual mostra uma concentracdo maior na

JAG248.

Tabela 7 — Concentracdo de Proteinas das Bactérias Selecionadas

, ODsos VALORES ~ | CONCENTRACAO
BACTERIA , DILUICA
¢ LEITURAS | MEDIA | CORRIGIDOS | PTFUICAO (ug/mL)
JAG248  |0.474 [0.464 [0.461 | 0.466 0.165 1:4 503
BPCL7 |0.498 [0.523 |0.527 | 0.516 0215 B 171
H>O .
(BRANCO) |0:285 [0:301 /0317 | 0.301 - 1:1 ;

Fonte: Elaborada pelo autor. Dados da pesquisa.

Tabela 7. Os valores corrigidos se referem a subtracido do valor da média pelo BRANCO do experimento. Os
valores corrigidos foram multiplicados pelo fator de dilui¢do e aplicados na férmula.
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4 CONCLUSAO

O método de triagem foi muito eficiente para selecdo de bactérias produtoras de
biofilme, favorecendo uma otimizacdo do processo de fermentagdo. A contagem em placas foi
uma inferéncia de crescimento condizente com as leituras na ODeoo € foi um pardmetro
importante para entender a relacdo de crescimento bacteriano e produgdo de biofilme. A partir
da primeira extragdao de EPS e o primeiro teste de emulsdo, foi possivel visualizar que a
quantidade de biofilme produzida ndo é necessariamente algo que se traduz em eficiéncia para
conseguirmos obter um bom indice de emulsdo. A segunda extracdo mostrou um resultado
condizente com a primeira extragdo em relacdo a eficiéncia de producdo e propriedades
emulsificantes da BPCL7. Contudo, essa mesma etapa experimental mostrou uma inversao de
fase de emulsdo da JAG248, ainda que esta tenha apresentado um resultado melhor. Os
métodos de quantificacdo de carboidratos e proteinas foram realizados para averiguarmos se
ha relacdo de proporcdo entre esses componentes em relacio a uma boa propriedade de
emulsificacdo e verificamos que a JAG248 apresenta uma quantidade maior dessas moléculas
em sua composi¢ao.

O presente estudo levanta outras dividas a respeito de EPS. A projecdo para
pesquisas futuras seriam de entender o porqué da inversao de fase da JAG248, caracterizacao
da composi¢cao quimica dos EPS presentes nas duas bactérias selecionadas e testar protocolos
de otimizagdo de producdo desses EPS com meios de cultura e outras varidveis. Além disso,
os testes de emulsdo realizados inferem um bom potencial biotecnoldgico para a manufatura
de biosurfactantes com aplicacdes na indudstria de cosméticos ou para utilizagdo como um

agente removedor de residuos quimicos em biorremediacdo. Seriam necessdrios ensaios

especificos para cada aplicacdo.
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