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RESUMO

Biossurfactantes sdo compostos multifuncionais de origem microbiana de interesse industrial
e ambiental devido as suas propriedades tensoativas e emulsificantes de natureza
biodegradavel e baixa toxicidade. Diferentes meios de cultivo e fontes de carbono sdo
utilizadas na producdo desses compostos, bem como uma ampla diversidade de
microrganismos, isolados de multiplos ambientes. Portanto, o presente trabalho teve por
objetivo promover uma bioprospec¢ao na microbiota associada a residuos de frutas (laranja,
manga e mix de frutas) visando identificar a composicdo genética da microbiota relacionada a
biossintese de biossurfactantes. Para isso, os residuos foram avaliados através de uma
abordagem metagenomica, onde determinou-se o potencial genético associado a biossintese
de biossurfactantes. Os residuos apresentaram um common core que inclui os géneros
Klebsiella, Enterobacter, Stenotrophomonas, Acinetobacter e Escherichia e perfis funcionais
similares, relacionados a biossintese de biossurfactantes, apresentando um potencial genético
principalmente para a biossintese de lipopeptideos, com destaque para genes relacionados a
biossintese de putisolvinas, micosubitilina e iturina A. As atribui¢Ges taxondmicas aos genes
presentes em maior abundancia nas amostras estavam relacionadas ao common core
encontrado. A andlise metagenomica evidenciou que os residuos de frutas podem ser
utilizados como fonte de microrganismos pois sua microbiota associada apresentou um
potencial genético para a biossintese de biossurfactantes. A partir do metagenoma, foram
recuperados 34 genomas (MAGs), sendo 10 em alta qualidade, que foram avaliados quanto
aos genes relacionados a producdo de biossurfactantes. Os MAGs apresentaram potencial
genético para a biossintese de biossurfactantes, especialmente lipopeptidios, corroborando
com a analise metagendomica. O MAG OBO1 identificado taxonomicamente como
Brevibacillus laterosporus destacou-se pela quantidade de genes atribuidos. Posteriormente, o
microrganismo isolado de residio de manga, identificado como Brevibacillus borstelensis
ISMO04 foi utilizado no processo fermentativo para a producdo de biossurfactante utilizando
glicerol como fonte de carbono. O biossurfactante produzido apresentou atividade
emulsificante de 67 % em querosene e apresentou estabilidade térmica até 80 °C e entre pH 6
e 10, além disso, ndo apresentou toxicidade em sementes de tomate e alface. O composto
produzido foi parcialmente caracterizado e as andlises sugerem ser um biossurfactante de
natureza lipopeptidica.

Palavras-chave: genética; biotensoativos; biorremediacdo; antimicrobianos; bioprospecgao.



RESUMO EM LINGUA ESTRANGEIRA

Biosurfactants are multifunctional compounds of microbial origin of industrial and
environmental interest due to their surfactant and emulsifying properties of biodegradable
nature and low toxicity. Several culture media and carbon sources are used in the production
of these compounds, as well as a wide variety of microorganisms, isolated from multiple
environments. The present work aims to promote a bioprospection in the microbiota
associated with fruit residues (orange, mango and fruit mix) in order to identify the genetic
composition of this microbiota related to the biosynthesis of biosurfactants. For this, the
residues were evaluated through a metagenomic approach, where the genetic potential of their
associated microbiota for biosurfactant biosynthesis was determined. The residues presented a
common core that includes the genera Klebsiella, Enterobacter, Stenotrophomonas,
Acinetobacter and Escherichia and similar functional profiles related to biosurfactant
biosynthesis, presenting a genetic potential mainly for lipopeptide biosynthesis, with
emphasis on genes related to the biosynthesis of putisolvins, mycosubitilin and iturin A. The
taxonomic assignments to the genes present in higher abundance in the samples were related
to the common core found. From the metagenome, 34 genomes (MAGs) were retrieved, 10 of
which were of high quality, which were evaluated for genes related to the production of
biosurfactants. MAGs showed genetic potential for the biosynthesis of biosurfactants,
especially lipopeptides, corroborating the metagenomic analysis. The MAG OBO01
taxonomically identified as Brevibacillus laterosporus stood out for the number of assigned
genes. Subsequently, the microorganism isolated from mango residue, identified as
Brevibacillus borstelensis ISM04, was used in the fermentation process for the production of
biosurfactant using glycerol as a carbon source. The produced biosurfactant showed an
emulsifying activity of 67 % in kerosene and showed thermal stability up to 80 °C and at pH
range between 6 and 10, in addition, it did not show toxicity in tomato and lettuce seeds. The
compound produced was partially characterized and the analyzes suggest that it is a
lipopeptide biosurfactant.

Keywords: genetics; biotensoactives; biorremediation; antimicrobials; bioprospecting.



SUMARIO

INTRODUGAO. ..ot 7
OBJIETIVOS.... ..o 9
REFERENCIAS.......ooiiiiiiii e 10
CAPITULO 1 - REVISAO BIBLIOGRAFICA ..........c.coiviiiiiiiiieiiieiieeeieei 12
1.1 SURFACTANTES. .. .cotuiiiie e, 12
1.2 BIOSSURFACTANTES. ... .ovuueii et 15
1.3 APLICAGOES INDUSTRIAIS DOS BIOSSURFACTANTES........cccuuiviineeiinnnnnns 17
1.4 PRODUGAO A PARTIR DE SUBSTRATOS DE BAIXO CUSTO DE ORIGEM
RENOVAVEL.....coiuiiiiie et 21
1.5 ABORDAGEM METAGENOMICA NA PESQUISA COM

BIOSSURFACTANTES. .. .ottt 24
1.6 REFERENCIAS. ...ttt 26

CAPITULO 2 - ANALISE INTERATIVA DE BIOSSURFACTANTES EM
AMOSTRAS DE FERMENTACAO DE RESIiDUOS DE FRUTAS USANDO

BIOSURFDB E MEGAN.. ...ttt et e e 35
2L INTRODUGAO. . ...uiieii e, 36
2.2 METODOLOGIA. ... e e 37
2.2.1 Amostragem e fermentagao autOCtONE. .. ...o.veuririereiteiteeeeireeeeneenaeannns 37
2.2.2 Extracdo de DNA e sequenciamento metagenomiCO.........cuvvvreernreenneennennn 38
2.2.3 Representacao do BioSurfDB no MEGAN.........ccoiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeena, 38
2.2.4 Analises DIAMOND+MEGAN. ...ttt 39
2.2.5 Anélise centrada N0 eNe. . .....cvuiinuieeiitiite ettt eee et eaeeeeateaeeneeneeanens 40
2.3 RESULTADOS. ...ttt e e et e eeas 40
2.3.1 AnAliSe taXONOMUICA. . ... euutntet ettt ettt et et e e e e e eaenane 40
2.3.2 Andlise funcional...........c.coouiiiiiiii e 44
2.4 DISCUSSAD. ..ttt 48
25 REFERENCIAS. ... couuiiiiee e e 50

CAPITULO 3 - CARACTERIZACAO TAXONOMICA E FUNCIONAL DE
GENOMAS RECUPERADOS DE METAGENOMAS (MAGS) DE AMOSTRAS DE



FRUTAS ENRIQUECIDAS RELACIONADA A BIOSSINTESE DE

BIOSSURFACTANTES. ...uuittiiiiiitiiiiiiiiieiiiiiiiiieiittitietiesecmmmscscnsesssssscnnn 54
B INTRODUGAO. . ...uiitiii e, 54
3.2 METODOLOGIA. ...t e e e 56

3.2.1 Recuperacdo de genomas a partir de metagenomas (MAGs) e
DIOINFOITIALICA. ... e eeeee e e 56
3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO.......cuuiiiniiiieiiiee e 57

3.3.1 Recuperacdao de genomas a partir de metagenomas (MAGs) de amostras de
1101 1 57

3.3.2 Caracterizacdo funcional dos MAGs em amostras de frutas........................ 62
3.4 CONCLUSAD. ..ottt ettt 71
B35 REFERENCIAS. ... covuiiiieiie e e 71

CAPITULO 4 - PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTE A PARTIR DE Brevibacillus

borstelensis UTILIZANDO GLICEROL COMO FONTE DE CARBONO................ 76
A1 INTRODUGAO. .....iieiiie et 76
4.2 METODOLOGIA. . ..t e e e 78
4.2.1 Coleta, armazenagem do residuo de fruta.............c.ooeiiiiiiiiiiiiiiininnenn.. 78
4.2.2 Selecao e isolamento de MiCrOTganiSIMOS. .. ...evuueerreeennerireeeierineennaeannnns 78

4.2.3 Identificacdo de microrganismo produtor de biossurfactante, isolado de amostra
de residUO de MANGA. .. .uinet ittt ettt ettt e e et e e e aaas 79

4.2.4 Ensaios de producdo de biossurfactante utilizando glicerol como fonte de
(o= 151013 1o J PP 80

4.2.5 Monitoramento dos ensaios de producdo de biossurfactante........................ 81

4.2.6 Ensaios de producdo de biossurfactante da condicdo otimizada e

1010 1110 2100 1<) 1 L P 81
4.2.7 Fitotoxidade do biossurfactante extraido............coouevuiiiiiiiiniiiiiniininnnn.. 82
4.2.8 Caracterizacdo parcial do biossurfactante..............cocovviiiiiiiiniiiiiinnnn. 82
4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO. ... ..uiiiniiieeie et 83
4.3.1 Identificacdo do microrganismo produtor de biossurfactante....................... 83
4.3.2 Ensaios de producao de biossurfactante................ccoceiiiiiiiiiiiiiiiiiiienn, 84

4.3.3 Producao de biossurfactante da condicdao otimizada.................cccceevnennn... 90



4.3.4 Fitotoxidade do biossurfactante extraido em sementes de tomate e alface........ 94

4.3.5 Caracterizacao parcial do biossurfactante..............ccoceiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnnn. 95
4.4 CONCLUSAD. ...ttt et e e 97
A5 REFERENCIAS ... ..ottt 98
5. CONSIDERAGOES FINAIS.........uoiiiiiiiieeeie et 102
APENDICE A.....ooiiiiiiiiiiiiiiiiieeee ettt e e e e e e e e 103

APENDICE B...ooooinieie e e 106



INTRODUCAO

Surfactantes quimicamente sintetizados, sdo produzidos principalmente a partir de
subprodutos da industria petroquimica e em sua maioria sdao compostos anionicos como
alquibenzeno sulfonatos e ndo anionicos como etoxilatos de alquifenol. Sdo utilizados em diversos
ramos industriais como detergentes, emulsificantes, agentes umectantes, dispersantes, agentes
gelificantes e estabilizadores de espumas (ALMEIDA et al., 2016; AKBARI et al., 2018). Tais
surfactantes sdo descartados no ambiente, e por apresentarem toxicidade e baixa
biodegradabilidade, se acumulam no meio aquatico e terrestre, afetando a biota desses ambientes e
muitos organismos que dependem da tensdo superficial da agua (TURBEKAR et al., 2014;
KASHIF et al., 2022).

Biossurfactantes sao moléculas que podem ser de origem microbiana, e apresentam diversas
estruturas quimicas podendo ser glicolipidios, lipoproteinas, acidos graxos, fosfolipidios etc., que
podem apresentar propriedades tensoativas, emulsificantes, antimicrobiana e larvicida
(CASTIGLIONI et al., 2009; MARCELINO et al., 2017; MARKANDE et al., 2021). Tém sido alvo
de interesse no desenvolvimento de pesquisas por possuirem natureza biodegradavel, resultando em
niveis menores de poluicdo, baixa toxicidade, estabilidade térmica e tolerancia a extremos de pH e
salinidade (GUTNICK; BACH, 2017; VIEIRA et al., 2021).

Os biossurfactantes sdo promissores na utilizacdo para recuperacdo e remogao em
derramamentos de petroleo, tratamento de aguas residudrias, e por serem excelentes emulsificantes
podem ser utilizados nas industrias farmacéuticas e de cosméticos, bem como na agroindustria,
devido sua acdo bactericida e fungicida, além de possuirem grande potencial na remocao de metais
pesados de solo e agua contaminada (FRACCHIA et al., 2014; VIEIRA et al., 2021).

Embora possuam atividades e caracteristicas superiores aos sintéticos, os biossurfactantes
ainda possuem um alto custo para producdo. Matérias-primas de baixo custo tém sido amplamente
empregadas como fonte de carbono nos processos fermentativos e representam uma alternativa para
a reducdo do custo na producdo de biossurfactantes (GUSMAO et al., 2010; BRUMANO et al.,
2017).

Dentre as fontes de carbono de baixo custo, esse trabalho destaca a utilizagdo do glicerol,
um composto que estd associado ao aumento da producdo de biodiesel, uma vez que estdo
intimamente relacionados (EMBRAPA, 2021). O glicerol é um composto com a funcdo alcool,
solivel em agua e em alcool, subproduto da producdo do biodiesel, gerado durante a
transesterificacdo. Estima-se que do volume total de biodiesel produzido, cerca de 10 %

correspondem ao glicerol (EMBRAPA, 2021). Tendo em vista o montante deste subproduto
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oriundo da producdo do biodiesel, a aplicacdo deste para ser utilizado em processos fermentativos
como substrato de baixo custo a fim de produzir moléculas de interesse biotecnolégico é uma
alternativa viavel.

Os biossurfactantes sdo produzidos por diversos microrganismos, geralmente isolados a
partir de técnicas convencionais de cultivo, no entanto, a grande maioria da microbiota existente ¢é
ainda inexplorada, e a abordagem metagenomica permite o acesso ao material genético dessa
microbiota presente em ambientes heterogéneos, sendo uma ferramenta para investigar o potencial
biossintético de uma populacdo bacteriana independente de cultivo (JACKSON et al., 2015;
SIERRA-GARCIA et al., 2020). Além disso, a bioprospeccao do potencial genético da microbiota
presente nos mais diversos ambientes nos ajuda a entender melhor o meio em que vivem e as
funcdes que desempenham nessa comunidade (WILLIANS; TRINDADE, 2017; GUERRA et al.,
2018).

Considerando a grande quantidade de ambientes a serem explorados, este trabalho visa a
exploracdo dos residuos fruticolas uma vez que o Brasil é o terceiro maior produtor de frutas do
mundo, ficando atrds somente da China e fndia (FAO, 2021). No entanto, grande parte da produgéo
de frutas brasileiras fica no mercado interno, e cerca de 30 % é desperdicada, sendo considerado
como residuos sélidos (LASAGNO; MAGALHAES, 2018).

Portanto, o presente trabalho parte do pressuposto que os residuos fruticolas apresentam
uma microbiota associada diversa, servindo como fonte de microrganismos produtores de
biossurfactantes. O objetivo geral foi avaliar a partir da abordagem metagendmica, a microbiota
associada presente nestes residuos, promover uma bioprospeccdo de genes relacionados a
biossintese de biossurfactantes e por fim, a partir do isolamento de microrganismos oriundos desses
residuos, determinar a melhor condicdo fermentativa para a producao de biossurfactante utilizando
glicerol como substrato.

Esta tese esta divida em quatro capitulos, sendo o primeiro capitulo uma Revisdao
Bibliografica do tema, cujo objetivo foi apresentar uma introducdo aos biossurfactantes e suas
principais aplicacdes. O segundo capitulo intitulado como “Analise Interativa de Biossurfactantes
em Amostras de Fermentacdo de Residuos de Frutas Usando BioSurfDB e MEGAN” foi um
trabalho desenvolvido para a anélise metagenomica da microbiota associada a residuos de frutas, e
com o objetivo de facilitar a visualizagdo e exploracdo dos dados, foi integrado a classificacao de
um banco de dados de dominio especifico, o BioSurfDB, ao MEGAN e disponibilizado para futuros
trabalhos que envolvam a pesquisa em biossurfactantes.

O terceiro capitulo “Caracterizacao taxondmica e funcional de genomas recuperados de

metagenomas (MAGs) de amostras de frutas enriquecidas relacionada a biossintese de
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biossurfactantes” apresenta os MAGs recuperados das amostras de metagenoma e o seu potencial
genético quanto a biossintese de biossurfactantes, utilizando o pipeline desenvolvido do
BioSurfDB+MEGAN. E o quarto e ultimo capitulo intitulado como “Producao de biossurfactante a
partir de Brevibacillus borstelensis utilizando glicerol como fonte de carbono” finaliza o presente
trabalho com a producdo do biossurfactante parcialmente caracterizado como um lipopeptidio,
utilizando uma cepa de bactéria isolada do residuo de manga e glicerol com fonte de carbono
alternativa. Por fim, nas consideracdes finais apresento as principais conclusdes deste trabalho e as

implicages e perspectivas para pesquisas futuras.

OBJETIVOS

Objetivo geral

Avaliar a microbiota associada presente nos residuos de frutas (laranja, manga e mix de
frutas) visando a prospeccdo de microrganismos e genes relacionados a biossintese de

biossurfactantes utilizando a abordagem metagenomica.

Objetivos especificos

e Avaliar o potencial genético da microbiota presente nas amostras de frutas relacionado a
biossintese de biossurfactantes;

e comparar o perfil funcional da microbiota presente nas amostras de frutas;

e recuperar genomas a partir de metagenomas;

e realizar a atribui¢do taxondmica dos genomas recuperados;

e realizar a anotacao funcional dos genomas recuperados (KEGG e BioSurfDB) e analisar as
vias metabolicas de interesse e enzimas relacionadas a biossintese de biossurfactantes;

e isolar e selecionar microrganismos presentes nos residuos de frutas;

e avaliar e otimizar a producdo de biossurfactantes a partir dos microrganismos isolados;

e avaliar a utilizacdo do glicerol como fonte de carbono alternativa na producdao de
biossurfactante;

e caracterizar parcialmente o biossurfactante produzido da melhor condicdo fermentativa;

e testar a estabilidade do biossurfactante e sua toxicidade.
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CAPITULO 1 - REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1 SURFACTANTES

Surfactantes sao moléculas anfifilicas, ou seja, possuem em sua estrutura uma porcao
hidrofilica (afinidade por grupos polares) e outra hidrofébica (afinidade por grupos apolares)
(INES; DHOUHA, 2015), o que lhes confere diversas propriedades em apenas uma molécula,
podendo apresentar capacidade de reducdo da tensdo superficial, tendéncia a formar micelas com
solventes, acdo espumante, antiespumante e emulsificante, permitindo sua solubilidade em
compostos polares e apolares. Tais caracteristicas estdo fortemente ligadas a sua estrutura quimica
(KNEPPER; BERNA, 2003).

A formacao de micelas esta fortemente relacionada a natureza do surfactante, forca ionica e
temperatura, sendo a concentracao micelar critica (CMC), a menor concentragdo do surfactante para
a formacdo de micelas estaveis, reduzindo a tensdo superficial e interfacial entre duas fases fluidas
com diferentes graus de polaridade (Figura 1.1) (CAMPOS et al., 2013; SANTOS et al., 2016).
Esses compostos podem ser sintetizados a partir de microrganismos, gorduras animais, plantas e
6leos, porém, atualmente a maior parte produzida e comercializada ainda é derivado da industria
petroquimica (AKBARI et al., 2018; RUFINO et al., 2014).

Figura 1.1. Esquema representativo da formacao de micelas.
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Os surfactantes sintéticos, sdo categorizados em quatro grupos principais de acordo com a

carga de sua porcdo polar, sendo: anidnicos, ndo-i6nicos, cationicos e anféteros (Figura 1.2)

(KNEPPER; BERNA, 2003; GAUDIN et al., 2019).

Figura 1.2. Classificacdo de surfactantes e seus principais exemplos.
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Fonte: autoria propria
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Estes surfactantes sdao amplamente utilizados, sendo encontrados em praticamente todos os

setores industriais e em muitos produtos de consumo como detergentes, produtos de limpeza,

produtos farmacéuticos, tintas, téxteis, cosméticos, formulacOes de pesticidas e agrotoxicos

(MUNGRAY ; KUMAR, 2009; YING, 2006). Surfactantes

cationicos

Como 0S compostos de

quaternario de amonio, por exemplo, sdo utilizados em desinfetantes devido sua acdo

antimicrobiana, pois agem diretamente na parede celular de bactérias e membrana plasmatica de

leveduras (MCDONNELL; RUSSELL, 1999).

Segundo o Comité Europeu de Surfactantes Organicos e seus Intermediarios (CESIO), no

ano de 2021 foram produzidos mais de 3 milhdes de toneladas de surfactantes na Europa Ocidental

gerando uma rotatividade estimada de € 4,4 bilhdes para as industrias (CESIO, 2023).
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Linear alquilbenzeno sulfonado (LAS) é o surfactante sintético anidnico mais utilizado,
presente como ingrediente ativo em detergentes de diversos ramos industriais e de uso doméstico e
é encontrado em praticamente todos os residuos gerados onde é aplicado (MUNGRAY; KUMAR,
2009; BUDIKANTIA et al., 2017). Sua presenga principalmente em cursos d’agua, dependendo das
concentragcoes em que se encontra pode causar danos e/ou riscos a organismos terrestres e aquaticos

(PALMER; HATLEY, 2018).

A grande problemadtica do amplo uso dos surfactantes sintéticos estd desde a sua producao
até o seu descarte, onde esses residuos quimicos sdo liberados em estacdes de tratamento de esgoto,
em cursos d’agua, em sedimentos, podendo ser dispersados para varios ambientes e impactando-os
dependendo da sua concentracio final (YING, 2006; MUNGRAY; KUMAR, 2009). E um dos
contaminantes mais problematicos em processos de tratamento de aguas residuarias (PALMER;
HATLEY, 2018).

O uso dos surfactantes sintéticos tem causado impactos negativos no meio ambiente,
(HERA, 2013), porém o efeito téxico de cada surfactante pode variar de acordo com sua
concentracdo e com o tipo de organismo em que é afetado. Valores de toxicidade de LAS para a
espécie de molusco Physa acuta varia de 9,2 a 26 mg/L, ja para espécies de crustaceos Artemia
salina este valor é de 38,7 a 48,5 mg/L. ao passo que para a microalga Raphidocelis subcaptata o
composto é seguro até a concentracao de 112,4 mg/L. (LIWARSKA-BIZUKOJC et al., 2005). Ja
para a espécie de peixe Oreochromis niloticus a concentracdo letal de um detergente domeéstico
contendo LAS em sua composigao foi de 10 mg/L. (GOUDA et al., 2022). Em estudo conduzido por
Franco-Belussi et al. (2020), a concentracdo de LAS considerada ambientalmente segura no Brasil
de 0,5 mg/L exerceu efeitos negativos sobre o figado de girinos da espécie Lithobates catesbeianus
expostos, gerando alteracdes morfolégicas, metabdlicas e histopatolégicas. Além da sua
concentracdo no ambiente, a toxicidade do surfactante também depende do grau de etoxilacdo e do
comprimento de sua cadeia (LECHUGA et al., 2016). Surfactantes ndo ani6nicos derivados de
6xido de amina (OA) com diferentes comprimentos na cadeia alquil, OA-R;; e OA-Ry4, por
exemplo, podem ser considerados téxico e muito téxico para Vibrio fischeri respectivamente
(FERNANDEZ-SERRANO et al., 2014). No solo os surfactantes sdo altamente adsorvidos
(catibnicos > ndo anidnicos > anidnicos) , podendo ser solubilizados em agua e aumentando a

absorcao de hidrocarbonetos nos sedimentos, o que pode afetar diferentes plantacdes (YING, 2006).
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1.2 BIOSSURFACTANTES

Como alternativa aos surfactantes sintéticos, os biossurfactantes representam uma forma de
producdo mais limpa e consequentemente, a reducdo da utilizacdo de petréleo e seus derivados nas
industrias deste setor. Sdo compostos que apresentam propriedades tensoativas, semelhantes aos
sintéticos, mas sdo de origem biologica (GUTNICK; BACH, 2017). Biossurfactantes naturais, as
saponinas, sao compostos do metabolismo secundario de alguns vegetais e considerados bons
formadores de espumas, sdo anidnicos e encontrados em diversas plantas tais como quinoa, soja,
macd, batata, plantas medicinais entre outras. Possuem propriedades anticoagulantes, anti-
carcinogénicas e anti-inflamatérias tanto in vivo como in vitro (RAO; GURFINKEL, 2000; PUTRO
et al., 2019).

Os biossurfactantes de origem microbiana, sdo metabdlitos secundarios produzidos por uma
gama de microrganismos (bactérias, leveduras e fungos filamentosos) geralmente na fase
estacionaria de crescimento e apresentam vantagens quando comparados aos sintéticos: baixa
toxicidade, alta biodegradabilidade (reduzindo os niveis de poluicdo), seletividade e
biocompatibilidade com diversos substratos, biodisponibilidade, aplicabilidade em um amplo
espectro de pH, temperatura e salinidade, além disso, podem apresentar atividade antimicrobiana,
antibiofilme, anti-adesiva e podem se ligar a metais potencialmente t6xicos, sendo considerados
moléculas multifuncionais (BEZZA; CHIRWA, 2015; ALMEIDA et al., 2016; GIRI et al., 2019).
Suas propriedades ampliam suas possibilidades de aplicacdao nos diversos setores industriais como
agricultura, alimentos, cosméticos, farmacéutico, em processos biotecnoldégicos, biorremediacao,
medicina, téxteis, recuperacao de aguas residuarias etc.

Biossurfactantes microbianos sdo categorizados de acordo com sua composi¢do quimica e
origem microbiana, e sdo separados de acordo com seu peso molecular: biossurfactantes de baixo
peso molecular (BBPM) e biossurfactantes de alto peso molecular (BAPM). Em geral, uma
diferenca entre esses dois grupos é que enquanto os BBPMs sdo mais eficientes em reduzir a tensao
superficia, os BAPMs sdo mais eficientes em estabilizar emulsdes (SHEKHAR,;
SUNDARAMANICKAM; BALASUBRAMANIAN, 2014; GUTNICK; BACH, 2017) . Sao
produzidos por diversos géneros: Pseudomonas, Bacillus, Acinetobacter, Candida, Enterobacter,
Serratia, Stenotrophomonas, Aureobasidium e Corynebacterium (VARJANI; UPASANI, 2016;
BRUMANO et al., 2017; MARTINS; MARTINS, 2018; GIRI et al., 2019) dentre outros.

Os BBPMs englobam aqueles com estruturas quimicas de glicolipidios, fosfolipidios e
lipopeptidios, e os BAPMs sdo aqueles que possuem estruturas quimicas compostas de
polissacarideos associados ou ndo a proteinas especificas (BANAT et al., 2010; CHEN; JUANG;
WEI, 2015) (Figura 1.3).
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Figura 1.3. Classificacdo de alguns biossurfactantes microbianos de acordo com sua estrutura

quimica e peso molecular.
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Fonte: autoria propria

Ramnolipidios, biossurfactantes da classe dos glicolipidios, descobertos em 1947 e
produzidos por Pseudomonas sp., principalmente Pseudomonas aeruginosa tem sido amplamente
estudados e comercializados em produtos agricolas devido sua acdo fungicida, e possui aplicacGes
em biorremediacdo devido suas propriedades que auxiliam na degradacdo de hidrocarbonetos
(BANAT et al, 2010; VARJANI; UPASANI, 2016). Ramnolipidios produzidos a partir de
Burkholderia thailandensis E264 também demonstraram atividade antimicrobiana contra espécies
patogénicas de Streptococcus oralis, Neisseria mucosa e Streptococcus sanguinis (ELSHIKH et al.,
2017). A atividade antimicrobiana de ramnolipidios tem sido estudada em diversos microrganismos
patogénicos tanto nos processos industriais como em alimentos e sua agao parece estar relacionada
e dependente do pH em que se encontra (FERREIRA; VIEIRA; NITSCHKE, 2019).

Um lipopeptidio bem conhecido e estudado é a surfactina, produzido por Bacillus subtilis,
composto por sete aminoacidos, com acao antibidtica, foi primeiramente descrito como um

potencial inibidor da coagulagdo da fibrina (NAKANO; MARAHIEL; ZUBER, 1988), possui uma
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concentracdo micelar critica (CMC) baixa e capacidade de diminuir a tensdo superficial da agua de
72 para 27 mN/m (ARIMA; KAKINUMA; TAMURA, 1968; SNOOK et al., 2009). Outras espécies
de Bacillus sdo produtoras de surfactina, como Bacillus mojavensis que produz a surfactina Leu’-
surfactina, que inibe o crescimento de Fusarium verticillioides, uma espécie de fungo endofitica
téxica para animais e aves, além de estar associado a causa de cancer de esdfago em humanos ao
consumirem milho contaminado com sua toxina fumonisina (VOSS; GELINEAU-VAN WAES;
RILEY, 2006; SNOOK et al., 2009).

Emulsan é um bioemulsificante produzido por Acinetobacter venetianus e um
biossurfactante de alto peso molecular, é um complexo exopolissacaridio (20 % v/v) e
lipopolissacaridio (80 % v/v) e forma emulsdes estaveis entre 6leo e agua e é fortemente
relacionado a degradacdo de hidrocarbonetos (CASTRO; PANILAITIS; KAPLAN, 2008;
MERCALDI et al., 2008). Esta caracteristica lhe confere aplicacdes em diversas industrias como na
producdo de sabdes, xampu, creme dental, além de ser importante na recuperacao de petréleo
(YILDIZ; KARATAS, 2018).

Quanto a toxicidade, os biossurfactantes tém apresentado significativas diferencas em
relacdo aos sintéticos. Mono-ramnolipidios, produzidos a partir de Pseudomonas putida causaram
toxicidade aguda baixa em Daphnia magna e embrides de peixe-zebra comparada aos sintéticos, e
ndo foi precursor na inducdo de mutacoes (JOHANN et al., 2016). Considerando a avaliacao de
risco, muitos estudos ainda ndo sdo representativos para estabelecer dados em condigdes naturais,
dado que os testes de toxicidade sdo realizados em condi¢Oes controladas de laboratério e com
organismos modelo (EDWARDS; LEPO; LEWIS, 2003). O glicolipidio produzido a partir de
Candida sphaerica nao apresentou toxicidade para Artemia salina, nem inibiu germinacao de
plantas como Lactuca sativa e Solanum gilo (LUNA et al., 2013). Além de apresentarem niveis
mais baixos de toxicidade, os biossurfacatntes também podem reduzir o efeito téxico de outros
compostos em ambientes variados, como fendis, pois a partir de suas interagdes hidrofobicas podem
acumular ou reter esses compostos em suas micelas (CHRZANOWSKI et al., 2009).

Apesar das intmeras aplicacOes e da versatilidade dos biossurfactantes microbianos, os
maiores desafios e dificuldades na sua producdo estdo o custo da producdo, baixo rendimento e os

processos de recuperacdo do caldo fermentativo (ARAUJO et al., 2019; JIMOH; LIN, 2019a).

1.3 APLICACOES INDUSTRIAIS DOS BIOSSURFACTANTES
Embora a produgdo de biossurfactantes ainda apresente desvantagens em relagao aos custos,

comparado a producdo dos surfactantes sintéticos, diversas empresas tém voltado seus esforcos na
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producdao de compostos multifuncionais e ambientalmente favoraveis, como os biossurfactantes

(Quadro 1.1) (ALMEIDA et al., 2016; JIMOH; LIN, 2019a).

Quadro 1.1. Empresas produtoras de biossurfactantes e suas principais aplicagoes.

Principais
Empresa Pais/MatrizBiossurfactante Site
aplicacoes
Zonix
Jeneil Agricultura
EUA Biofungicide™ https://www.jeneilbiotech.com/biosurfactants
Biotech Inc.
Jeneil
EUA Ramnolipidios Biorremediacdo https://www.jeneilbiotech.com/biosurfactants
Biotech Inc.
Cosméticos,
Caprylyl http://saifuusa.com/portfolio-item/
SAIFU EUA produtos de
Glucoside mildsurfactants/
limpeza
Fraunhoufer
C Alemanha Soforolipidios  Detergentes https://www.igb.fraunhofer.de/en.html
IGB
Cosmeéticos,
alimentos,
Lipofabrik Franca Lipopeptidios http://www.lipofabrik.com/
biorremediacao
etc.
TeeGene Reino
Lipopeptidios  Diversas http://www.teegene.co.uk/
Biotech Unido

Devido sua multifuncionalidade, os biossurfactantes apresentam diversas caracteristicas que

os tornam aplicaveis em diversos setores industriais (Figura 1.4), podendo desempenhar as mais

variadas funcdes.


http://www.teegene.co.uk/
http://www.lipofabrik.com/
https://www.igb.fraunhofer.de/en.html
http://saifuusa.com/portfolio-item/mildsurfactants/
http://saifuusa.com/portfolio-item/mildsurfactants/
https://www.jeneilbiotech.com/biosurfactants
https://www.jeneilbiotech.com/biosurfactants
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Figura 1.4. Biossurfactantes e suas aplicacdes nos diversos setores industriais.
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Fonte: autoria propria.

As propriedades emulsificantes, solubilizantes, umectantes e detergéncia atraem o interesse
farmacéutico e de cosméticos pois estas caracteristicas englobam a aplicabilidade em produtos
como xampu, sabonetes, gel, cremes dentais, hidratantes, condicionadores, desodorantes e cremes
em geral. O uso dos surfactantes sintéticos nesses setores exige muito cuidado pois suas
formulacoes podem desencadear irritabilidade e alergias em consumidores, entdo 0s
biossurfactantes, possuindo menor toxicidade sdo uma excelente alternativa (BUJAK;
WASILEWSKI; EUKASZEWSKA, 2015; GUTNICK; BACH, 2017). Em cosméticos é muito
significativa a utilizacdo de surfactantes, pois sdo utilizados diversos 6leos essenciais, com fungao
antienvelhecimento e hidratacdo, que necessitam ser incorporados nas formulacdes e suas
propriedades emulsificantes, conseguem estabelecer emulsdes e manté-las estaveis. Lactobacillus
paracasei produz um biossurfactante com capacidade emulsificante estavel em Oleos essenciais
(MASMOUDI et al., 2005; FERREIRA et al., 2017).

Em aplicacoes voltadas a saude, muitos estudos relacionam a atividade antimicrobiana de
ramnolipidios, Rodrigues et al. (2006) reportaram que este biossurfactante diminuiu
significativamente as taxas de formacdo de biofilme por Streptococcus salivarius (66 %) e
promoveu um alto deslocamento de células aderidas (96 %) para a maioria dos microrganismos

patogénicos testados, exceto para Staphylococcus aureus (67 %) em protese vocal de silicone.
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Ramnolipidios presentes em pomadas também podem ser efetivos no tratamento de tlceras
dermatoldgicas, pois sua caracteristica antimicrobiana auxilia no processo de cicatrizacao (PILJAC
et al., 2008). Biossurfactantes obtidos de Bacillus subtilis VSG4 e Bacillus VS16 apresentaram
atividades antioxidantes e antimicrobiana contra bactérias gram-negativas e gram-positivas e podem
ser utilizadas em produtos biomédicos (GIRI et al., 2019).

Por ser ambientalmente favoravel e possuir propriedades fisico-quimicas diversas, a
aplicacdao dos biossurfactantes nos processos de biorremediacdo tém sido amplamente utilizados,
tanto em solos quanto em ambientes aquaticos e este processo pode ocorrer em condigoes
anaerdbias ou aerdbias, dependendo do contaminante presente (CHAKRABORTY; DAS, 2014;
GUTNICK; BACH, 2017; AKBARI et al., 2018).

Metais potencialmente téxicos, por exemplo, representam uma ameaca a saide humana e
ambiental, e a grande deposicdo destes causam sérios problemas e preocupagoes, uma vez que nao
sdo passiveis de degradacdo. A remocdo desses metais de solos contaminados, tradicionalmente é
realizada com &gua, acidos organicos e inorganicos, surfactantes sintéticos ou com agentes
quelantes como o dacido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) (ADELEKAN; ABEGUNDE, 2011;
CHAKRABORTY; DAS, 2014; DELL’ANNO et al., 2018). A remoc¢do com biossurfactantes,
ocorre através da adsorcdo desses metais pelas micelas dos biossurfactantes, complexando esses
metais, onde permanecem fixos eletrostaticamente, podendo ser entdo recuperados por separacao de
membrana. Muitos microrganismos sdo capazes de produzir tais compostos, que podem ser usados
na biolixiviacdo de metais, como Candida sphaerica (soforolipidio), Torulopsis bombicola
(soforolipidio), Pseudomonas aeruginosa (ramnolipidio), dentre outros (DAHRAZMA;
MULLIGAN, 2007, CHAKRABORTY; DAS, 2014; SARUBBO et al., 2015; LUNA; RUFINO;
SARUBBO, 2016). Em solos contaminados artificialmente, ramnolipidios foram capazes de se ligar
a cations de chumbo e cadmio, numa taxa de 80 % e Acidithiobacillus ferrooxidans aumentaram a
remocao de zinco e ferro em uma biolixiviacao artificial (DIAZ et al., 2015).

Sedimentos marinhos acumulam grandes quantidades de hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos principalmente devido ao descarte incorreto de residuos industriais e ao derramamento
de petrdleo que ocorre em locais de exploracao (DURAN; CRAVO-LAUREAU, 2016). Alguns
biossurfactantes tém apresentado alto rendimento de remocdo de hidrocarbonetos em ambientes
contaminados, soforolipidios e ramnolipidios em especial, estdo relacionados a degradacdo desses
compostos (KANG et al., 2010; NIKOLOPOULOU et al., 2013). O glicolipidio produzido por
Candida bombicola pode remover cerca de 70 % de compostos aromaticos (KANG et al., 2010).

A recuperagao de 6leos quando realizada com surfactantes sintéticos pode causar ainda mais

danos ao meio ambiente, ja que estes podem permanecer no meio. No entanto, atualmente, tém-se



21

dado bastante atengdo a recuperacao de petréleo com o melhor desempenho microbiano, onde sdao
adicionados o0s microrganismos produtores de biossurfactantes como Bacillus subtilis e
Pseudomonas aeruginosa, estes reduzem a tensdo superficial do meio (superficie entre o
hidrocarboneto e a matriz rochosa), promovendo a mobilizacdio do 6leo e sua conseguinte

recuperacao (BANAT et al., 2010; AL-WAHAIBI et al., 2014).

1.4 PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTES A PARTIR DE SUBSTRATOS DE BAIXO
CUSTO DE ORIGEM RENOVAVEL

O custo de producdo dos biossurfactantes em escala industrial ainda é considerado alto e
muitas vezes, inviavel, devido a composicao dos meios de cultura com matérias-primas, problemas
de otimizacdo fermentativa e baixo rendimento e aos processos de purificacao (VIEIRA et al.,
2021). Porém, estratégias para a reducao de custos na produgdo podem torna-los mais competitivos
no mercado, sendo a bioconversio de residuos de baixo custo, uma alternativa viavel como
substrato e sua utilizacdo ainda reduz a carga ambiental de descartes (GAUR et al., 2022).

Uma das alternativas € a utilizacdo de residuos agroindustriais, que sdo materiais de baixo
custo e que podem ser aplicados como substratos nos processos fermentativos, incluindo a produgao
de biossurfactantes. Vale ressaltar que os substratos devem ser avaliados antes da aplicacdo, pois
dependendo do processo, seu valor nutricional deve ser ideal para o microrganismo a ser utilizado
(MAKKAR; CAMEOTRA; BANAT, 2011; KHOPADE et al., 2012).

Estes residuos podem possuir alto teor de carboidratos ou lipidios fermentaveis e incluem
diversos tipos de substratos: residuos de 6leos de fritura, melago, residuos ricos em amido, 6leos
vegetais, soro de queijo, soro de leite, palha de arroz, melaco de beterraba, bagaco de cana, milho,
farinha de mandioca, casca de soja etc. (Tabela 1.1) (RAZA et al., 2007; NITSCHKE; COSTA;
CONTIERO, 2010; MAKKAR; CAMEOTRA; BANAT, 2011; SARAVANAN; VIJAYAKUMAR;
NADU, 2014).
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Tabela 1.1. Producao de biossurfactantes em diferentes fontes de carbono agroindustriais.

Residuo Microrganismo Biossurfactante Rendimento Referéncia
Bagaco de uva Lactobacillus pentosus ~ Biosurfactina 0,0048 g/L RIVERA et al. (2007)
Casca de laranja Pseudomonas Ramnolipidio 9,18 g/L GEORGE;
aeruginosa MTCC JAYACHANDRAN,
2297 (2009)
Oleo de soja Pseudomonas Ramonolipidio - NITSCHKE; COSTA;
aeruginosa LBI CONTIERO, (2010)
Melaco de tamara Bacillus subtilis B20 - 2,29 g/L, AL-BAHRY et al
(2013)
Casca de banana Halobacteriaceae Lipopeptidio 5,3 g/L CHOOKLIN;
archaeon AS65 MANEERAT, (2014)
Casca de laranja Bacillus  licheniformis Lipopeptidio 1,796 g/L KUMAR;
KC710973 JANARDHAN;
VISWANATH, (2016)
Farinha de mandioca Serratia marcescens Polimérico - ARAUJO et al. (2019)
Bagaco de cana Cutaneotrichosporon Soforolipidio - MARCELINO et al
mucoides UFMG-CM- (2019)
Y6148
Licor de milho Rhizopus arrhizus  Glicoproteina 1,74 g/L PELE et al. (2019)
UCP1607
Oleo de girassol Starmerella bombicola  Soforolipidio 41,6 g/LL JADHAV; PRATAP;
KALE, (2019)
Oleo de fritura Bacillus stratosphericus  Lipopepitidio - HENTATI et al

FLUS5

(2019)

Oleos vegetais sdo uma excelente fonte de carbono lipidica e este setor industrial gera

grandes quantidades de residuos e englobam: 6leo de canola, 6leo de milho, 6leo de girassol, 6leo

de coco, 6leo de soja, azeite, 6leo de babacu dentre outros. Estes que podem estar refinados ou nao,

e sao ricos em acidos graxos, triglicerideos, fosfato, glicolipidios, esterdis etc. (HABA et al., 2000;

DUMONT; NARINE, 2007). Oleo de fritura usado é uma excelente fonte de carbono na producio

de biossurfactantes, 6leo de girassol usado por exemplo, é uma boa fonte para a producdo de

ramnolipidios a partir de Pseudomonas aeruginosa e soforolipidios a partir de Candida bombicola

(HABA et al., 2000; FLEURACKERS, 2006).
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Matérias-primas lignocelulésicas sdo uma excelente fonte para a producdao de
biossurfactantes, no entanto, processos de pré-tratamento nessas biomassas muitas vezes sdo
necessarios para disponibilizar os agucares de sua matriz aos microrganismos (MARCELINO et al.,
2019). A alta dificuldade de promover a hidrélise dos materiais lignocelulésicos esta
intrinsecamente relacionada a forte ligacdo entre a lignina, celulose e hemicelulose
(TEMPLENTON et al., 2010).

Biomassas ricas em amido também sdo uma excelente fonte de nutrientes aos
microrganismos, dentre elas estdo principalmente, residuos de batata (casca e polpa), mandioca,
milho, arroz e além de sua utilizagdo in natura, o processamento dessas geram aguas residuarias
que também podem representar uma alternativa como substrato na producao (RIVERA; URBINA;
LOPEZ, 2019).

Outra fonte de carbono de origem renovavel para a producdo de biossurfactantes é o
glicerol, um subproduto gerado da fabricacdao do biodiesel. Em média para cada 10 kg de biodiesel
produzido é gerado 1 kg de glicerol, portanto, com o aumento da producdo de biodiesel é gerado um
excedente de glicerol, diminuindo seu custo pelas industrias que ndo conseguem absorver o
montante acumulado (FONTES et al., 2008; SILVA; SOUZA; ANTERO, 2017). Segundo a EIA
(Energy Information Administration), até 2050 a producdo de biodiesel mundial chegara a 130.000
barris por dia, por isso, a conversao do glicerol em produtos de valor agregado é uma excelente
solucdo para suprir a demanda e valorizar a inddstria de biodiesel (DIKSHIT; MOHOLKAR, 2019,
CHILAKAMARRY; SAKINAH; ZULARISAM, 2021).

A utilizagdo de glicerol como fonte de carbono na producdo de biossurfactantes é uma 6tima
alternativa em relacdo ao custo do processo, é ambientalmente favoravel, além de ser um composto

hidrofilico e tem sido utilizado em diversos estudos (Tabela 1.2) (MARTINS; MARTINS, 2018).
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Tabela 1.2. Producao de biossurfactantes utilizando glicerol como fonte de carbono alternativa.

Substrato Microrganismo Biossurfactante Rendimento Referéncia

Glicerol Pseudomonas aeruginosa UCP0992 Ramnolipidio 8,0 g/LL SILVA et al. (2010)

Glicerol Pseudomonas aeruginosa MSCI02 Ramnolipidio - SOUSA et al. (2014)

Glicerol + licor Rhizopus arrhizus UCP 1607 Glicoproteina 1,74 g/L PELE et al. (2019)

de milho

Glicerol Pseudomonas aeruginosa Ramnolipidio - EHINMITOLA et al.

(2018)

Glicerol Yarrowia lipolytica - - SILVA et al. (2020)

Glicerol Pseudozyma antarctica JCM 10317 Glicolipidio 16,3 g/L. MORITA et al. (2007)

Glicerol Amycolatopsis tucumanensis DSM - - COLIN et al. (2013)
45259

Glicerol Brevibacterium casei LS 14 Lipopeptidio - KUMARI et al. (2023)

O glicerol, é precursor de acidos graxos e apresenta alta solubilidade em meio de producao
de biossurfactantes, otimizando a producdo com a bactéria Pseudomonas aeruginosa UKMP14T
(HAMZAH; SABTURANI; RADIMAN, 2013). Glicerol e sacarose no mesmo meio para producao,
aumentaram o rendimento por Bacillus sp. (PEREIRA et al., 2013). Reducdo da tensao superficial
de 72,8 mN/m para 35 mN/m e concentracdo micelar critica de 25 mg/mL foram alcangadas por
Brevibacterium casei LS14 quando glicerol foi utilizado como fonte de carbono (KUMARI et al.,
2023).

O uso do glicerol como fonte de carbono tém obtido bons resultados no rendimento e
producdo de biossurfactante, uma vez que este substrato é utilizado pelo metabolismo central de
carbono no nivel de gliceraldeido-3-fosfato, ndo desperdicando carbono na via das pentoses fosfato

para a producao de CO, (NURFARAHIN; MOHAMED; PHANG, 2018).

1.5 ABORDAGEM METAGENOMICA NA PESQUISA COM BIOSSURFACTANTES

Dada a grande quantidade de microrganismos cultivaveis capazes de produzir
biossurfactantes, acredita-se que a fracdo ndo cultivavel e inexplorada contenha um nimero ainda
maior (WILLIANS e TRINDADE, 2017). Estima-se que 95-99 % da comunidade bacteriana
existente na Terra é desconhecida, independentemente de sua origem (solo, ambientes marinhos,
microflora intestinal, ambientes contaminados, mangue, ambientes extremos etc.), devido a
dificuldades de isolamento e cultivo, o que representa grande parte do potencial genético

inexplorado (JACKON et al 2015; MIRETE et al 2016; WILLIANS; TRINDADE, 2017). A
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metagendmica permite identificar enzimas especificas e avaliar os mecanismos bioquimicos que
ocorrem nos ambientes em que se encontram (MIRETE et al., 2016).

Ferramentas de bioinformatica e softwares disponiveis, permitem que genomas e
metagenomas de diversos ambientes sejam avaliados quanto a presenca de genes de interesse
(JACKSON et al., 2015), inclusive, permitem que a diversidade microbiana seja mais explorada e
um amplo acesso ao conteido genético (KENNEDY et al, 2011). O conhecimento dessa
diversidade microbiana e metabolica é de extrema importancia para compreender os diversos
processos que ocorrem nos ecossistemas.

Napp et al. (2018) avaliaram a partir de uma abordagem metagendmica diferentes residuos
gerados na perfuracao de petr6leo e seus consércios microbianos variaram de acordo com o tipo de
enriquecimento do meio, as vias metabdlicas e as enzimas atuantes nessas microbiotas estavam
relacionadas a degradacdao de hidrocarbonetos, sendo potencialmente tuteis na aplicacio em
biorremediacdao no derramamento de petrdleo. Guerra et al. (2018) também sugerem que amostras
de perfuracdo de petréleo possuem microbiota associada com potencial uso em processos de
biorremediacdo, com consércios capazes de produzir biossurfactantes como iturinas, liquenisinas e
surfactina, baseado em analises metagenomicas.

A identificacdo e caracterizacdo de novos genes e de novas cepas envolvidos na degradacao
de hidrocarbonetos e na biossintese de biossurfactantes podem guiar estudos voltados a novas
estratégias de biorremediagdo, além da descoberta de novos compostos antibiéticos (OLIVEIRA et
al, 2015).

Ferramentas e banco de dados direcionados para analisar genomas e metagenomas visando
conjuntos de genes de interesse especifico como biossurfactantes, auxiliam na andlise de dados de
forma mais rapida e eficiente. O programa antiSMASH, muito utilizando para identificar genes
relacionados a biossintese de biossurfactantes, permite uma rapida identificacdo e anotacdo de
genes envolvidos na biossintese de metabdlitos secundarios através da integracdo de ferramentas de
andlise ja publicadas anteriormente (BLIN et al. 2021). O banco de dados BioSurfDB é de
dominio especifico e contém 6754 genes e 6695 proteinas, relacionados a biodegradacdo e
biossintese de biossurfactantes (OLIVEIRA et al., 2015). Por ser totalmente especifico, todas as
ontologias funcionais estdo organizadas, diferentemente de bancos de dados multifuncionais como o
KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes), que apresenta genes em varios agrupamentos
diferentes, como genes de degradacdo que podem estar agrupados em vias de metabolismo lipidico,

dificultando as analises (OLIVEIRA et al., 2017).
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CAPITULO 2 - ANALISE INTERATIVA DE BIOSSURFACTANTES EM AMOSTRAS DE
FERMENTACAO DE RESIDUOS DE FRUTAS USANDO BIOSURFDB E MEGAN

Resumo

Residuos agroindustriais, como os residuos de frutas, sdo renovaveis, abundantes, de baixo custo e
comumente utilizados como fonte de carbono. Biossurfactantes sio moléculas de crescente interesse
devido suas propriedades multifuncionais, natureza biodegraddvel e baixa toxicidade quando
comparados aos surfactantes sintéticos. Uma melhor compreensdo das comunidades microbianas
associadas aos residuos, podera ajudar na prospeccao de microrganismos produtores de
biossurfactantes. Neste estudo, seis amostras de residuos de frutas, sendo laranja, manga e mix de
frutas, foram submetidas a fermentacdo autdctone, de modo a promover o crescimento de sua
microbiota associada, seguida de um sequenciamento metagenomico de leitura curta. Usando o
pipeline de analise DIAMOND+MEGAN, a analise taxondmica mostrou que todas as seis amostras
tém predominancia de Proteobacteria, e um nticleo comum composto pelos géneros Klebsiella,
Enterobacter, Stenotrophomonas, Acinetobacter e Escherichia. A andlise funcional indicou uma
alta semelhanca entre as amostras e um numero significativo de leituras que estdo envolvidas na
biossintese de biossurfactantes da classe lipopeptidios. A andlise centrada no gene revelou
Klebsiella como a principal atribuicdo para genes relacionados a biossintese de putisolvinas. Para
simplificar a visualizacdo interativa e a exploracdo dos genes relacionados aos biossurfactantes em
tais amostras, integramos a classificacdo BioSurfDB no MEGAN e disponibilizamos. Estes
resultados indicam que a microbiota obtida da fermentacdo autdctone tem o potencial genético para
a biossintese de biossurfactantes, sugerindo que os residuos de frutas podem fornecer uma fonte de
microrganismos produtores de biossurfactantes, com aplicacGes nas industrias agricola, quimica,
alimenticia e farmacéutica.

Palavras-chave: metagenomica, lipopeptideos, biossurfactantes.

Abstract

Agroindustrial waste, such as fruit residues, are a renewable, abundant, low-cost, commonly-used
carbon source. Biosurfactants are molecules of increasing interest due to their multifunctional
properties, biodegradable nature and low toxicity, in comparison to synthetic surfactants. A better
understanding of the associated microbial communities will aid prospecting for biosurfactant-
producing microorganisms. In this study, six samples of fruit waste, from oranges, mangoes and
mixed fruits, were subjected to autochthonous fermentation, so as to promote the growth of their
associated microbiota, followed by short-read metagenomic sequencing. Using the
DIAMOND+MEGAN analysis pipeline, taxonomic analysis shows that all six samples are
dominated by Proteobacteria, in particular, a common core consisting of the genera Klebsiella,
Enterobacter, Stenotrophomonas, Acinetobacter and Escherichia. Functional analysis indicates high
similarity among samples and a significant number of reads map to genes that are involved in the
biosynthesis of lipopeptide-class biosurfactants. Gene-centric analysis reveals Klebsiella as the
main assignment for genes related to putisolvins biosynthesis. To simplify the interactive
visualization and exploration

of the surfactant-related genes in such samples, we have integrated the BiosurfDB classification into
MEGAN and make this available. These results indicate that microbiota obtained from
autochthonous fermentation have the genetic potential for biosynthesis of biosurfactants, suggesting
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that fruit wastes may provide a source of biosurfactant-producing microorganisms, with
applications in the agricultural, chemical, food and pharmaceutical industries.

Keywords: metagenomics, lipopeptides, biosurfactants.

2.1 INTRODUCAO

Os biossurfactantes sdo moléculas tensoativas produzidas por microrganismos e tém sido
destacados como uma alternativa ambientalmente favoravel, quando comparados aos surfactantes
sintéticos (GUTNICK; BACH, 2011; SALEK; EUSTON, 2019) produzidos pela industria
petroquimica. Surfactantes microbianos apresentam alta degradabilidade, baixa toxicidade,
seletividade, propriedades antimicrobianas e anti-adesivas, e uma aplicabilidade em amplo espectro
de valores de pH, temperatura e salinidade (SANTOS et al., 2016; GIRI et al., 2019; AHMAD et
al.,, 2021). Eles sdo versateis e possuem aplicacbes em diversos setores industriais como
farmacéutica, alimenticia, cosmética, agricola, biorremediacao, recuperacdo melhorada de petréleo,
remocao de metais dentre outros (HONG et al., 2017; ARAUIJO et al., 2019; DRAKONTIS; AMIN,
2020).

Microrganismos produtores de biossurfactantes tém sido relatados e isolados de diversas
fontes, incluindo ambientes marinhos, mangue, agua, solo, lodo e frutas (KUMAR et al., 2016;
NAPP et al., 2018; FELIX et al., 2019; HENTATI et al., 2019). Em particular, residuos de frutas
sdao importantes microhabitats naturais para uma diversidade de microrganismos devido ao seu
contetido de matéria organica, baixo pH e alto contetido de aguicares (TRINDADE et al., 2002).
Diversos estudos tém utilizado microrganismos isolados de frutas na producdo de vérias moléculas
de interesse biotecnolégico, como manitol, hidrogénio, acidos organicos, biocombustiveis e
biossurfactantes (ENDO, 2012; KONISHI et al., 2014; RODRIGUEZ et al., 2017; FESSARD;
REMIZE, 2019; MAZARELI et al., 2020). Além disso, residuos de frutas e residuos gerados a
partir do processamento de frutas também podem ser utilizados como fonte de carbono renovavel e
de baixo custo nos processos fermentativos (ABBASI et al., 2012; AKBARI et al., 2018; FELIX et
al., 2019; KAKAKHEL et al., 2021). Para permitir uma melhor exploracdo de tais residuos como
fonte de microrganismos tteis, uma compreensao mais clara da diversidade taxondmica e funcional
desta microbiota é necessaria. O sequenciamento metagendmico e a andlise de bioinformatica
permite identificar genes de interesse especificos relacionados a producao de biossurfactantes.

Varias abordagens metagenomicas combinadas com ferramentas de bioinformatica tém sido
utilizadas em pesquisas com biossurfactantes (GUTIERREZ-CHAVEZ; FERRARI, 2021), como
AntiSMASH, projetado para a identificacdo, anotacdo funcional e andlises de clusters de genes

biossintéticos (BLIN et al., 2019). No entanto, banco de dados funcionais de uso geral como o
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KEGG (KANEHISA et al., 2018) ndo sao ideais para este propdsito especifico, pois tendem a focar
em outros aspectos funcionais do gene como por exemplo, alguns genes relacionados a biossintese
de biossurfactantes que sdo classificados como antibioticos ou em outras vias metabolicas. Portanto,
a utilizacdo de banco de dados de dominio especifico é vantajosa para esta finalidade (OLIVEIRA
et al., 2017).

Neste trabalho, sdo apresentados seis conjuntos de dados metagendmicos de leitura curta,
provenientes de fermentagOes autdctones de residuos de frutas conduzidas em reatores em batelada.
O pipeline DIAMOND+MEGAN (HUSON et al., 2016) foi utilizado para avaliar a diversidade
microbiana presente nas amostras e para detectar e analisar genes envolvidos na biossintese de
biossurfactantes. A andlise taxonémica foi conduzida no MEGAN a partir dos alinhamentos
DIAMOND contra o banco de dados de referéncia NCBI-nr (BENSON et al., 2005). Para a analise
funcional, este trabalho propde uma nova extensao do MEGAN que permite uma analise funcional
baseada no bando de dados BioSurfDB, um banco de dados de dominio especifico direcionado na
identificacdo de genes relacionados a biossintese de biossurfactantes e biodegradacdo (OLIVEIRA
et al., 2015). Para estabelecer firmemente a identidade taxondmica dos organismos que contém o0s
genes relacionados a producdo de biossurfactantes, foi realizada a andlise centrada no gene e o0s
contigs foram alinhados ao banco de dados NCBI-nt (BENSON et al., 2005) usando o modo
BLASTN (ALTSCHUL et al., 1997).

As andlises indicaram que as seis amostras possuem um common core de
Gammaproteobacteria, com  predominancia dos géneros Klebsiella, Enterobacter,
Stenotrophomomas, Escherichia e Acinetobacter. As amostras apresentaram perfil funcional similar
e um potencial para a biossintese de biossurfactantes, especialmente lipopeptidios. Os genes
relacionados a biossintese de biossurfactantes foram predominantemente atribuidos a membros dos

géneros Klebsiella e Enterobacter, e em menor proporcao a Acinetobacter 89 e Stenotrophomonas.

2.2 METODOLOGIA
2.2.1 Amostragem e fermentagdo dos residuos

Os residuos de frutas foram coletados em feiras livres localizadas na cidade de Sorocaba,
Sao Paulo, Brasil. Os residuos foram separados em trés grupos distintos de amostras: residuos de
laranja, residuos de manga e residuos de mix de frutas (uma mistura de mamado, pera, abacate, uva,
goiaba e banana). Cada amostra de fruta foi triturada e misturada antes do uso. Posteriormente, as
amostras foram submetidas a uma fermentacao autéctone, visando promover o crescimento da

microbiota associada a esses residuos.
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Na fermentacdo autéctone, 12,5 g de cada substrato foi adicionado separadamente em
frascos reagentes contendo 500 mL de meio de enriquecimento Luria-Bertami (LB). A fermentacao
autéctone ocorreu por 5 dias a 32 °C e 150 rpm, em duplicatas, totalizando seis reatores em
batelada. Ap6s a fermentacdo, uma aliquota foi retirada dos reatores em batelada para extracdo do

DNA metagenomico.

2.2.2 Extragdo de DNA e sequenciamento metagenémico

O DNA de cada fermentacdo autoctone foi extraido e purificado usando o kit PowerSoil
DNA (MoBio Laboratories, Inc., Carlsbad, CA, USA), seguindo as instrucdes do fabricante. A
concentracao e a qualidade do DNA extraido foi estimado utilizando o espetrofotémetro ND-200
(Nanodrop Inc, Wilmington, DE), na razdo de 260/280 nm > 1,8. Para cada extracdo, o DNA foi
sequenciado no tamanho de 2 x 150 pb usando Illumina HiSeq no Departamento de Biotecnologia
Animal, Departamento de Ciéncia Animal (ESALQ/USP, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil) seguindo
as instrucdoes do fabricante. Resultando em seis amostras nomeadas como Laranja-1, Laranja-2,
Manga-1, Manga-2, Mix-1 e Mix-2. Todas as amostras continham o niimero de reads muito similar,

sendo 23407430, 22989500, 24072864, 21872692 e 23704278 respectivamente.

Todo o sequenciamento foi submetido no Arquivo Europeu de Nucleotideos (European
Nucleotide Archive), projeto PRJEB47062 e amostras ERS7265231 (Manga-1), ERS7265232
(Manga-2), ERS7265233 (Mix-1), ERS7265234 (Mix-2), ERS7265235 (Laranja-1) e ERS7265236
(Laranja-2).

2.2.3 Representagdo do BioSurfDB no MEGAN

O software MEGAN permite a incorporacao de classificacdes adicionais. Neste trabalho, foi
adicionado uma nova classificagdo funcional no MEGAN que representa os dados fornecidos pelo
banco de dados BioSurfDB (OLIVEIRA et al., 2015), que é especifico em biossurfactantes de
biodegradacao. A partir da URLs https://www.biosurfdb.org/api/get/pathway,

https://www.biosurfdb.org/api/get/protein, e https://www.biosurfdb.org/api/get/organism_pathway,

foram baixados trés arquivos no formato JSON a partir do BioSurfDB, os quais foram denominados

pathway.json, protein.json e organism_pathway.json respectivamente.

O primeiro arquivo, pathway.json, contém informagdo sobre as vias, que foram analisadas
para criar uma arvore de representacdo hierarquica basica de entidades na classificacdo do

BioSurfDB. Esta representacdo utiliza identificadores inteiros para todos os nés da arvore e um


https://www.biosurfdb.org/api/get/organism_pathway
https://www.biosurfdb.org/api/get/protein
https://www.biosurfdb.org/api/get/pathway
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mapeamento separado desses identificadores para os nomes. A representacdo da arvore e o

mapeamento estdo disponibilizados nos arquivos biosurfdb.tre e biosurfdb.map, respectivamente.

O segundo arquivo, protein.json, fornece todas as entradas e sequéncias de proteinas que
ocorrem na classificacdao. Este arquivo também esta disponibilizado no formato fasta, chamado
biosurfdb.fasta. O terceiro arquivo, organism_pathway.json, também foi utilizado para colocar as
proteinas na representacdo da arvore. Como o nimero total de proteinas foi pequeno (~6000), suas
entradas também foram adicionadas a drvore como ramificacées. O arquivo baixado também foi
usado para criar um mapeamento de acessos de proteinas aos identificadores de nos inteiros,

disponibilizado no arquivo acc2biosurfdb.map.

Para permitir que o MEGAN atribua leituras a uma nova classificacdo, durante a
“meganizacdo” ou importacdo de um arquivo de alinhamento, o usudrio deve especificar um
arquivo de mapeamento apropriado que mapeie os acessos de sequéncia de referéncia para
entidades na classificacdo. No caso de alinhamento com as sequéncias do BioSurfDB em

biosurfdb.fasta, o arquivo de mapeamento apropriado é o acc2biosurfdb.map.
2.2.4 Andlises DIAMOND+MEGAN

Todas as seis amostras foram alinhadas com o banco de dados NCBI-nr (BENSON et al.,
2005) (baixado de ftp://ftp.ncbi.nhi.gov/blast/db/FASTA/nr.gz em janeiro de 2021) usando o
DIAMOND (BUCHFINK; XIE; HUSON, 2015) (versao 2.0.0, opcao de alinhamento padrao). Os
arquivos DAA resultantes foram “meganizados”, ou seja, submetidos a binning funcional e
taxonomico, utilizando MEGAN (HUSON et al., 2016) (versdo 6.21.2, opcoes padrao). Esta analise
DIAMOND+MEGAN sera referida como uma execucao NCBI-nr.

As amostras também foram alinhadas ao arquivo de referéncia do BioSurfDB usando
DIAMOND (op¢oes de alinhamento padrdao). Os arquivos DAA resultantes foram “meganizados”
com a ajuda do arquivo de mapeamento especifico do BioSurfDB acc2biosurf.map. Esta andlise

DIAMOND+MEGAN sera referida como uma execucao do BioSurfDB.

Perfis taxonomicos e funcionais foram exportados do MEGAN e andlises estatisticas foram
realizadas usando o STAMP (PARKS et al., 2014). Detalhadamente, analise de variancia (ANOVA)
foi conduzida para comparar os trés grupos de perfis funcionais e a partir do teste de Tukey foram
determinadas diferencas significativas entre as amostras. As leituras ndo classificadas foram
removidas da andlise e os resultados com p < 0,05 (valor de p- corrigido) foram considerados

significativos.


ftp://ftp.ncbi.nhi.gov/blast/db/FASTA/nr.gz
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Para determinar a taxonomia em nivel de género das amostras, foi empregado a projecao
taxonomica implementada no MEGAN. Nesse calculo, todas as leituras atribuidas a uma
classificagcdo taxondmica mais especifica que o género, sdo projetadas para um género apropriado,
enquanto todas as leituras atribuidas a uma classificacdo taxondmica mais alta sdo projetadas para
baixo nos géneros subsequentes, na proporcao ao numero de leituras atribuidas a cada um desses

géneros.
2.2.5 Andlise centrada no gene

O MEGAN fornece um algoritmo para montar todas as leituras que se alinham a uma classe
especifica de sequéncias de referéncia, usando montagem guiada por alinhamento de proteinas,
conforme descrito em Huson et al. (2017). Para cada uma das seis amostras, foi aplicado esse
algoritmo (parametros padrdes) a genes associados a classes de Surfactante na classificacao

BioSurfDB.

Para a classe de biossintese de putisolvinas, foram realizadas atribuicdes aos genes da
proteina de choque térmico, proteina de fusdo de membrana, chaperona, proteina de membrana
externa, proteina de membrana integral relacionada a putisolvina e putisolvina sintetase. Para a
classe de biossintese de iturina A, biossintese de liquenisina e biossintese de micosubtilina, foram
montados os genes para iturina A sintetase C, liquenisina sintetase A, e subunidade A e B de

micosubtilina.

Os contigs resultantes foram alinhados ao banco de dados NCBI-nt (baixado em outubro de
2021) utilizando o BLASTN (ALTSCHUL et al., 1997) (parametros padroes) e os resultados foram
importados para 0 MEGAN para realizar a analise taxonomica (parametros padroes, usando o
megan-nucl-Jan2021, arquivo de mapeamento db). Os heatmaps (Figura 2.5 e Figura A2.1) sdo
baseados no numero de contigs atribuidos a cada taxon, para um determinado gene e para cada

amostra.

2.3 RESULTADOS

2.3.1 Andlise taxonémica

Cada um dos seis conjuntos de dados metagenémicos foi sequenciado, gerando mais de 20

milhdes de leituras por amostra, utilizando o sequenciador Illumina em layout de 2 x 150 pb.

Em todas as amostras, as leituras foram predominantemente atribuidas a bactérias, dado
gerado a partir da execu¢do NCBI-nr no pipeline DIAMOND+MEGAN. Os trés filos principais

foram Proteobacteria seguido por Firmicutes e Actinobacteria (Tabela 2.1). A curva de rarefacdo
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(Figura A2.2) mostrou que o nimero de géneros atingiu um patamar para cada uma das amostras,
indicando que a quantidade de sequenciamento realizado foi suficiente para obter uma
representacdo estavel do conteido taxondomico das amostras. A andlise de rarefacdo sugere que as
amostras de Manga e Mix tém uma diversidade ligeiramente maior do que as amostras de Laranja, o
que também é refletido nos indices de diversidade de Shannon-Weaver (a — diversidade) calculados
a partir das atribui¢cdes em nivel de género, que foram 2,0; 1,6; 2,0; 1,9; 0,5 e 1,0, para as amostras
de Manga-1, Manga-2, Mix-1, Mix-2, Laranja-1 e Laranja-2, respectivamente. Além disso, uma
analise da [-diversidade em nivel de género (Figura A2.3) mostra que todos os pares de amostras

agruparam-se.

Tabela 2.1. Porcentagem de reads atribuidas ao dominio bactéria e aos trés principais filos.

Manga-1 Manga-2 Mix-1 Mix-2 Laranja-1 Laranja-2

Dominio

Bactéria 99,9 99,9 99,9 99,9 99,8 99,9
Filo

Proteobacteria 99,1 98,3 95,8 96,8 99,0 99,6
Firmicutes 0,6 1,3 4,0 3,1 1,0 0,4
Actinobacteria 0,2 0,4 0,1 0,1 0,0 0,0

A maior parte do contetido taxonomico das seis amostras se enquadra em 19 géneros (Figura
2.1). Klebsiella foi predominante em todas as seis amostras, respondendo por 91,8 % e 83,6 % das
atribuicoes em nivel de género nas amostras Laranja-1 e Laranja-2, respectivamente, e com taxas de
atribuicdo de 32,2 %, 68,9 %, 44,3 % e 49,5 %, para Manga-1, Manga-2, Mix-1 e Mix-2,
respectivamente. Diferencas na proporcdo de leituras atribuidas a géneros especificos foram
observadas entre todas as seis amostras, o que é esperado mesmo entre as duplicatas, pois sdao

réplicas bioldgicas (Tabela 2.2).
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Tabela 2.2. Porcentagem relativa de reads atribuidas aos seis géneros mais abundantes nas amostras

de frutas.

Manga-1 Manga-2 Mix-1 Mix-2 Laranja-1 Laranja-2
Klebsiella 32,2 68,9 44,3 49,5 91,8 83,6
Enterobacter 25,7 17,8 31,8 19,9 6,3 8,3
Stenotrophomonas 31,3 6,4 0,6 1,2 0,0 2,5
Escherichia 0,5 0,5 13,3 251 0,5 0,6
Acinetobacter 6,0 3,9 0,1 0,1 0,0 4,0

Citrobacter 2,9 0,1 4,8 0,2 0,0 0,2
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Figura 2.1. Perfil taxondmico das seis amostras enriquecidas de frutas com atribuicdo de 19

géneros.
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As execucdes NCBI-nr no MEGAN indicaram que as seis amostras de frutas possuem
predominancia de Gammaproteobacteria, com a maioria das leituras atribuidas aos géneros
Klebsiella (32,2-91,8 %, média 61,7 %), Enterobacter (6,3-31,8 %, média 18,3 %),
Stenotrophomonas (0,0-31,3 %, média 7,0 %), Escherichia (0,5-21,5 %, média 6,8 %) e
Acinetobacter (0,0-6,0 %, média 2,4 %). O primeiro, segundo e quarto géneros foram membros da
familia Enterobacteriaceae, enquanto o terceiro e o ultimo pertencem a familia Lysobacteriaceae e

Moraxellaceae, respectivamente.



2.3.2 Andlise funcional

Os resultados das execugoes do BioSurfDB do pipeline DIAMOND+MEGAN foram
carregados no MEGAN para obter uma visao geral do potencial funcional presente nas amostras e
permitir uma avaliacdo das abundancias relativas de genes relacionados a biossintese de
biossurfactantes (Figura 2.2). Mais de 60 % de todas as leituras relacionadas a classe dos
surfactantes foram atribuidas a biossintese da subclasse dos lipopeptidios. Além disso, uma parcela

das leituras foi alinhada a genes cruciais para a sintese de lipopeptidios ndo ribossomais, como

surfactina, micosubitilina, iturina A, liquenisina D, bacilomicina D e fengicina (Figura 2.3).

Figura 2.2. Ntumero de reads atribuidas as classes de biossurfactantes baseado no banco de dados

BioSurfDB via pipeline DIAMOND+MEGAN.

70,000

60,000

50,000

40,000

30,000+

Numero de reads

20,000+

10,0001

-r T

Manga-1 Manga-2 Mix-1 Mix-2 Laranja-1 Laranja-2

Amostras

Biossurfactante:

Biossintese de outros metabdlitos secundarios

Biossintese de fenilpropanocide

. Glicolipideos

| Biossintese de ramnolipideos

Biossintese de teralolipideos
Lipopeptideos

Biossintese de amfisina
Arthrofactina

Bacilomicina

Biossintese de fusaricidina
Biossintese de iturina A
Biossintese de Liquenisina
Lipopeptidio

Biossintese de micosubitilina
Biossintese de putisolvina
Biossintese de serrawetina
Biossintese de surfactina
Metabolismo de terpenocides e poliquetideos
Peptideos ndo ribossomais

Outros
Via genérica de surfactante

Biossintese de fosfolipideos
Biossintese de fosfatidietanolamina
Biossintese de poliquetideos
Biossintese de alumicina
Biossintese de fengicina
Biossintese de pipastatina



45

Figura 2.3. Numero de leituras atribuidas a diferentes genes envolvidos na biossintese de
biossurfactantes. A ilustracdo é baseada na via KEGG ko01054 de estruturas peptidicas nao

ribossomais (KANEHISA; SATO; FURUMICHI, 2018).
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Os genes mais abundantes presentes nas amostras foram as associadas a biossintese de
putisolvinas, seguida por trealolipidios, micosubitilina e iturina A. Trealolipidios sdo classificados
como glicolipidios, enquanto putisolvinas, micosubtilina e iturina A sdo considerados lipopeptidios.
Diferencas significativas foram observadas apenas na classe de biossintese de lipopeptidios: a
biossintese de iturina A (Figura 2.4a) foi mais abundante em amostras de Laranja do que em
amostras de Mix e Manga e a biossintese de anfisina (Figura 2.4b) foi mais abundante em amostras

de Laranja do que em amostras de Mix.
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Figura 2.4. Comparacao entre os perfis funcionais das amostras de frutas. Apenas a biossintese de
iturina A (A) e a biossintese de amfisina (B) apresentaram diferencas significativas na média das

proporgcoes de leituras atribuidas (p < 0,05, Tukey), computada pelo STAMP.
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Para abordar a questdo de quais taxa contém os genes relacionados a biossintese de
biossurfactantes, foi realizada a andlise centrada no gene e em seguida, foi determinada sua
atribuicdo taxondmica aos contigs resultantes. Para o cluster de genes envolvidos na biossintese de
putisolvinas, os contigs resultantes foram atribuidos principalmente aos géneros do common core
descrito acima encontrados nas amostras de frutas. A classe Gammaproteobacteria, a familia
Enterobacteriaceae e seus representantes Klebsiella e Enterobacter (Figura 2.5) foram os mais

atribuidos. Em menor abundancia, Acinetobacter e Stenotrophomonas também foram atribuidos.
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Figura 2.5. Para seis genes envolvidos na biossintese de putisolvinas representadas de A-F, foi
realizada a analise centrada no gene, onde o heatmap ao lado de cada gene representa a quantidade
de contigs atribuidos a uma determinada taxonomia baseado em seu alinhamento com o banco de

dados NCBI-nt.
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A atribuicdo taxonOmica para contigs obtidos de genes envolvidos na sintese de
micosubtilina, iturina A e liquenisina (Figura 2.3) foi principalmente para classes e familias
associadas ao referido common core encontrado nas amostras. Os géneros Brevibacillus, Klebsiella

e Enterobacter foram os mais atribuidos (Figura A2.2).

Esses resultados sugerem que todas as seis amostras de residuos de frutas tém um perfil
funcional semelhante relacionado a biossintese de biossurfactantes e todas as amostras parecem ter

um potencial significativo para a producao de biossurfactantes.

2.4 DISCUSSAO

As andlises sugerem que a microbiota presente nas seis amostras de frutas compartilha um
common core formado por Gammaproteobacteria e Enterobacteriaceae é a familia mais abundante.
Esses resultados corroboram com estudos anteriores que relataram que Enterobacteriaceae é uma
familia predominante em microbiomas associados a plantas (ROY et al., 2019; ZHANG et al.,
2020). Enterobacter e Klebsiella sdo bactérias endofiticas que estdo envolvidas na sobrevivéncia de
plantas, producdo de toxinas, compostos antimicrobianos, e contribuem com a promocao do
crescimento de plantas (ANDRES-BARRAO et al.,, 2017). A microbiota presente em frutas é
diversa e sua composicao é influenciada por praticas de manejo, uso de pesticidas, fatores externos,
fases de crescimento etc (ABDELFATTAH et al., 2018). Muitos géneros pertencentes ao filo
Proteobacteria sdo considerados eficientes degradadores de 6leos e produtores de biossurfactantes, e
incluem Pseudomonas, Streptomyces, Enterobacter, Acinetobacter, Escherichia, Klebsiella e
Stenotrophomonas (NITSCHKE et al., 2005; BALACHANDRAN et al., 2012; GONG et al., 2015;
YADAYV etal., 2015; PATEL e PATEL, 2020; AHMAD et al., 2021). Alguns destes géneros fazem

parte do common core da microbiota presente nas amostras de frutas do presente estudo.

Os resultados apresentados na Figura 2.2 e Figura 2.5 sugerem que os perfis funcionais da
microbiota presente nas seis amostras de frutas sdao similares e possuem um potencial para a
biossintese de biossurfactantes, especialmente lipopeptidios. Biossurfactantes lipopeptidios sdo
considerados potentes antimicrobianos e sao capazes de romper a membrana celular (WILLIANS;
TRINDADE, 2017). Além disso, eles também exibem atividades antitumorais, imunomoduladoras,
emulsificantes e sua producdo também esta intimamente relacionada a motilidade e formacdo ou
inibicdo de biofilme (MARCELINO et al., 2017; GUTIERREZ-CHAVEZ; BENAUD; FERRARI,
2021; THOMAS; DIONYSIOU; PILAI, 2021). Esses biossurfactantes sdo peptidios nao
ribossomais, sintetizados por sintetases de peptidios nao ribossomais (NRPSs). Possuem estruturas

diversas, e parametros nutricionais podem influenciar sua composicao (FINKING; MARAHIEL,
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2004; JOZALA, 2017). A alta ocorréncia de genes relacionados a biossintese de biossurfactantes
lipopeptidios pode estar relacionado ao fato de que algumas bactérias endofiticas produzem
moléculas antimicrobianas que auxiliam na protecdo de plantas contra patégenos (JASIM et al.,

2016; JOZALA, 2017).

Estudos anteriores relataram que os biossurfactantes putisolvinas estdo associados a
motilidade, a dispersdao de naftaleno e cristais de fenantreno e com a quebra ou inibicao de
biofilmes (DUBERN; LUGTENBERG; BLOEMBERG, 2006). Sua producdo depende de diversos
genes regulatorios como o sistema de choque térmico DnaK e o sistema de dois componentes
GacA/GacS (DUBERN; BLOEMBERG, 2006). Anteriormente, a producdo deste biossurfactante
foi atribuida a espécie de Pseudomonas putida (DUBERN; LUGTENBERG; BLOEMBERG,
2006; DUBERN; BLOEMBERG, 2006), contudo, no presente estudo estes genes foram atribuidos a
Klebsiella, Enterobacter e Acinetobacter. Esses resultados sugerem que a presenca de certos genes
regulatérios para metabolitos secundarios foi comum a bactérias gram-negativas (DUBERN ;
BLOEMBERG, 2006). O fato dessas bactérias possuirem genes envolvidos na biossintese de
putisolvinas pode direcionar estudos sobre a producdo dessas moléculas e sua aplicabilidade na

remocao de biofilmes.

Os géneros Brevibacillus, Klebsiella e Enterobacter apresentaram 0s maiores numeros de
genes atribuidos a biossintese de iturinas. Além disso, todas as amostras possuem reads que se
alinharam a genes envolvidos na sintese de moléculas que estdo relacionadas a biossintese de
surfactina, liquenisina, micosubtilina, iturina A e bacilomicina. Tal fato, sugere que a microbiota

autoctone de residuos de frutas é uma fonte promissora de genes para a producao dessas moléculas.

Os biossurfactantes sdo sintetizados principalmente em resposta as condi¢des ambientais
impostas aos microrganismos, atuando em fungoes fisiolégicas como motilidade, protecao contra
toxinas, adesdo a substratos e interacoes celulares (VAN HAMME; SINGH; WARD, 2006). A
microbiota de locais contaminados com hidrocarbonetos tem sido amplamente estudada, isolada e
utilizada na producdo de biossurfactantes devido a capacidade desses microrganismos em utilizar
fontes hidrofobicas de carbono e, assim, desempenhar um papel na biorremediacdo. Este trabalho
oferece uma nova perspectiva para a prospeccao de microrganismos produtores de biossurfactantes,
pois sugere que amostras de residuos de frutas sdo uma fonte promissora de bactérias capazes de
produzir biossurfactantes, principalmente lipopeptidios, que podem ter aplicacio em diversos

setores industriais. Ademais, o isolamento de cepas dependentes de cultivo a partir desses residuos
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de frutas pode ser util em processos fermentativos e isso sera explorado ainda mais em futuros

trabalhos.

As andlises determinaram perfis funcionais semelhantes direcionados a biossintese de
biossurfactantes. As amostras apresentaram contagem alta de leituras especialmente relacionados a
genes envolvidos na biossintese de lipopeptidios, sendo uma fonte potencial de novas moléculas de
antibiéticos e antiftingicos. Em consonancia com o resultado da analise taxondmica, os resultados
da analise centrada no gene mostraram que o common core encontrado nas amostras esta

diretamente relacionada aos genes de interesse.

O banco de dados de dominio especifico, BioSurfDB, é um recurso essencial para detectar a
presenca de genes associados a biossintese de biossurfactantes. A integracdo da classificagdo
BioSurfDB ao MEGAN, permite ao usudrio explorar e comparar interativamente as leituras
atribuidas aos genes de biossurfactantes. Vale ressaltar que, enquanto genes de putisolvinas
detectados em nossas amostras sdo representados no BioSurfDB por genes de referéncia obtidos de
genomas de Pseudomonas, a montagem centrada nos genes e o alinhamento de DNA ao banco de
dados NCBI-nt mostraram claramente que 0s microrganismos que contém estes genes nas seis
amostras nao sao de Pseudomonas, mas sim, pertencem aos géneros Klebsiella, Enterobacter e

Acinetobacter.
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CAPITULO 3 - CARACTERIZACAO TAXONOMICA E FUNCIONAL DE GENOMAS
RECUPERADOS DE METAGENOMAS (MAGS) DE AMOSTRAS DE FRUTAS
ENRIQUECIDAS RELACIONADA A BIOSSINTESE DE BIOSSURFACTANTES

Resumo

Amostras de residuos de frutas podem conter uma microbiota extensa com grande potencial
genético na producdo de biossurfactantes, e o objetivo deste trabalho foi recuperar genomas a partir
de metagenomas (MAGs) de amostras de residuos de laranja, manga e mix de frutas, caracterizar os
MAGs taxonomicamente e avaliar o seu conteido genético relacionado a biossintese de
biossurfactantes. Foi recuperado um total de 34 MAGs, sendo 10 MAGs classificados em alta
qualidade. Os MAGs de alta qualidade foram majoritariamente afiliados a classe
Gammaproteobacteria e o potencial genético fortemente relacionado a biossintese de
biossurfactantes do tipo lipopeptidio. Dentre os MAGs recuperados, destacou-se 0 MAG OBO1 de
amostra de laranja, taxonomicamente caracterizado como Brevibacillus laterosporus, pela grande
quantidade de leituras atribuidas a genes envolvidos na biossintese de lipopeptidios. Os resultados
sugerem que a microbiota associada aos residuos de frutas analisados possuem grande potencial na
producdo de lipopeptidios, podendo ser testada e utilizada no processo fermentativo para a producao
de biossurfactantes.

Abstract

Fruit samples contain an extensive microbiota with great genetic potential in the production of
biosurfactants, and the objective of this study is to recover genomes from metagenomes (MAGs) in
samples of orange, mango and fruit mix, to characterize the MAGs recovered taxonomically and
evaluate their genetic content related to the biosynthesis of biosurfactants. A total of 34 MAGs were
recovered, with 10 MAGs classified as high quality. The high quality MAGs showed a
predominance of the Gammaproteobacteria class and the genetic potential strongly related to the
biosynthesis of lipopeptide-type biosurfactants. Among the MAGs recovered, MAG OBO01 from an
orange sample stood out, taxonomically characterized as Brevibacillus laterosporus, due to the
large number of readings attributed to genes involved in the biosynthesis of lipopeptides. The
results suggest that the microbiota associated with the analyzed fruit residues have great potential in
the production of lipopeptides, which can be tested and used in the fermentation process for the
production of biosurfactants.

3.1 INTRODUCAO

O entendimento e o estudo de microbiomas diversos é importante para a compreensao do
seu funcionamento, sua ecologia, processos evolutivos envolvidos e inferir possiveis aplicacdes em
diversas areas industriais ou académicas.Considerando que apenas uma parte minima de toda a

diversidade microbiana é conhecida, devido ao fato da dificuldade e especificidade de isolamento e
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cultivo em laboratério, a metagendmica junto com a bioinformatica e o rdpido desenvolvimento dos
sequenciamentos de alto rendimento, permitiu o acesso a todo o conteido genético desconhecido, e
tém trazido excelentes resultados, descobertas e aplicacoes, de modo a promover um maior
entendimento dessas comunidades em varios ambientes, sejam eles mais raros ou mais abundantes,
mais ou menos complexos (LUO et al., 2012; WILLIANS, TRINDADE, 2017). Os dados de
sequenciamento metagendmico estdo expandindo significativamente a diversidade filogenética

conhecida das comunidades microbianas (ZHOU; LIU; YANG, 2022).

A abordagem de recuperacio de MAGs (metagenome-assembled genomes), que sao
genomas recuperados de metagenomas, tém proporcionado reconstruir genomas completos ou
parcialmente completos, possibilitando inferéncias tanto na filogenia desses microrganismos quanto
nas fungoes que eles desempenham onde habitam, além disso, permite a descoberta de novas vias
metabdlicas e seus mecanismos. Os MAGs nos ajudam a entender melhor as populagdes
microbianas e suas interagdes com o ambiente em que vivem, bem como a encontrar novas espécies

de microrganismos e investigar genes de interesse (ALBERTSEN et al., 2013; SETUBAL, 2021).

Ha intimeros microbiomas existentes na Terra a serem explorados, e as plantas representam
grande importancia devido a numerosa microbiota existente desde suas sementes, raizes até as
folhas e frutos. As plantas fornecem diversos nichos ecoldgicos aos microrganismos que
convivendo mutualisticamente, muitos desempenham funcdes que podem envolver a satde e o
crescimento vegetal, nutricdo e protecao contra estresses bioticos e abiéticos (COMPANT et al.,
2019; KE; WANG; YOSHIKUNI, 2020). Além disso, essa microbiota pode variar dependendo de
fatores como tipo de solo, quantidade de acticares presentes nas partes vegetais, pH dentre outros
fatores, que envolvem todo o entorno da planta e até mesmo o local especifico em que o

microrganismo se encontra na planta (LEVY et al., 2018).

Com o desenvolvimento demografico, a crescente demanda por produtos agricolas e as
mudancgas climaticas, o setor agricola vém enfrentando muitos desafios, e a busca por novos bio-
produtos, formas de producdo sustentdvel e novas aplicacdes biotecnoldgicas tornam-se
imprescindiveis para melhorar a producdo e formas de mitigacdo (COMPANT et al., 2019;
PENYALVER et al,, 2022). A microbiota associada as plantagdes agricolas, além de diversa,
possui grande potencial genético e pode ser utilizada na aplicacdo de novas moléculas de interesse
biotecnolégico, biofertilizantes e biopesticidas, entretanto, uma maior analise, exploracdo e

prospeccao dessa microbiota sdo cruciais. O uso de abordagens omicas facilitam a elucidacdao desse
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conteudo genético inexplorado, detectando genes, proteinas e moléculas relacionadas a varios

processos biologicos (LEVY et al.,, 2018; PENYALVER et al., 2022).

Dentre as biomoléculas de interesse biotecnolégico, os biossurfactantes, surfactantes
oriundos do metabolismo secundéario de microrganismos, vém sendo cada vez mais estudados
devido as vantagens em relacdo aos sintéticos (ARAUJO et al., 2019). Os biossurfactantes possuem
propriedades que podem ser aplicadas em varios setores industriais como na biorremediacao de
solos e aguas residuais, produtos farmacéuticos e cosméticos, no campo alimenticio, limpeza,
agricola e petrolifero, além disso, possuem baixa ou nenhuma toxicidade, maior estabilidade
ambiental e biodegradabilidade (ARAUJO et al., 2019; KASHIF et al., 2022; CAROLIN et al.,
2023).

As pesquisas tém mostrado que a utilizacdo das 6micas, tém ajudado a avangar cada vez
mais nos estudos com biossurfactantes. Esposito et al. (2021), analisaram o genoma completo de
Rhodococcus sp I2R e em combinacdo com a metabolomica, identificaram mais de 30 novos
glicolipidios com grupos funcionais incomuns e com propriedades antivirais contra o coronavirus
humano, virus da herpes e uma alta atividade antiproliferativa da linha celular do cancer de préstata
PC3. A metagendmica, tém ajudado na prospeccao de novos biossurfactantes e alavancou as
pesquisas nesse setor (JACKSON et al., 2015, WILLIANS; TRINDADE, 2017; GAUR et al.,
2022). Silva et al. (2022) a partir de dados metagénomicos identificaram a presenca de
microrganismos associados a frutas potencialmente produtores de biosssurfactantes, especialmente

da classe lipopeptidios.

O presente trabalho teve como objetivo reconstruir MAGs, a partir de dados metagenomicos
da microbiota associada a residuos de frutas anteriormente analisados (SILVA et al., 2022), e
analisar os MAGs de alta qualidade quanto a sua taxonomia e seu potencial genético em relacdo a

producdo de biossurfactantes.
3.2 METODOLOGIA
3.2.1 Recuperagdo de genomas a partir de metagenomas (MAGs) e bioinformdtica

O sequenciamento metagenomico utilizado neste trabalho, foi gerado em estudo anterior
por Silva et al.,, (2022) e os conjuntos de dados estio depositados no Arquivo Europeu de
Nucleotideos (European Nuclaotide Archive), projeto PRJEB47062 e amostras ERS7265231
(Manga-1), ERS7265232 (Manga-2), ERS7265233 (Mix-1), ERS7265234 (Mix-2), ERS7265235
(Laranja-1) e ERS7265236 (Laranja-2).
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A qualidade dos metagenomas foi verificada utilizando FastQC (v0.11.8) (ANDREWS,
2010) e Trimmomatic (v0.39) (BOLGER; LOHSE; USADEL, 2014) para retirada dos adaptadores.
Para a montagem dos contigs foi utilizado o MEGAHIT (v1.1.4-2) (LI et al., 2016). Contigs obtidos

menores de 1000 pb foram removidos.

Para o binning e o refinamento foi utilizado o programa metaWRAP (v1.3.2) (URITSKIY et
al., 2018). A qualidade dos bins foi avaliada com o software CheckM (v.1.1.3) (PARKS et al.,
2015) e estes foram classificados como sendo de alta qualidade (=90 % completo, <5 % de
contaminagdo), qualidade média (=50 % completo, <10 % de contaminagdo) e de baixa qualidade
(<50 % completo, <10 % de contaminagdo) segundo Bowers et al. (2017). A atribuicdo taxondmica
de cada genoma foi realizada utilizando o Genome Taxonomy Database GTDB-Tk (versao v1.3.0 e

GTDB-Tk versao r95) (PARKS et al., 2018).

A anotacdo funcional dos genomas foi atribuida utilizando o Banco de Dados Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) Orthologies (KOs) e para reconstruir as vias
metabolicas foi utilizado o EnrichM v0.5.0 (https://github.com/geronimp/enrichM). Também foi
utilizado banco de dados BioSurfDB via pipeline MEGAN+BioSurfDB (SILVA et al., 2022), para

a prospeccao de genes relacionados a producao de biossurfactantes.

Para otimizar a analise dos KOs gerados pelo KEGG, uma tabela contendo genes de
interesse foi elaborada, contendo 61 genes relacionados a biossintese de biossurfactantes. A
classificacdo dos genes foi feita de acordo com as referéncias obtidas podendo ser classificados
como: metabolismo de hidrocarbonetos, metabolismo de acidos graxos, biossintese de metabdlitos
secundarios, metabolismo de lipidios, biossintese de lipopolissacarideos, biossintese de

ramnolipidios, producdo de surfactina e biossintese de fengicina (Tabela B1.1).
3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Recuperagdo de genomas a partir de metagenomas (MAGs) de amostras de frutas

A partir do metagenoma da microbiota associada aos residuos de frutas, foi obtido um total
de 34 sequéncias de genomas (MAGs), sendo 10 MAGs com alta completude (>90), 9 genomas em
qualidade média (=50) e 15 genomas apresentando baixa qualidade (>49) (Tabela 3.1). Nas
amostras de manga foram recuperados 3 genomas em alta qualidade: MBO5 - Acinetobacter seifertii
(100 %); MBO07 - Stenotrophomonas pavanii (100 %) e MB15 - Anaerosalibacter (98,25 %). Em
qualidade média foi recuperado MB12 -Corynebacterium glutamicum (56,75 %) e 12 genomas em

baixa qualidade.
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Nas amostras de laranja foram obtidos 4 genomas que apresentaram alta qualidade de
completude: OB12 - Acinetobacter seifertii (100 %); OB08 - Stenotrophomonas pavanii (99,86 %);
OBO1 - Brevibacillus laterosporus (93,15 %) e OB02 - Klebsiella pneumoniae (90,99 %). Ainda

foram recuperados 2 genomas em qualidade média e 2 genomas em baixa qualidade.

J& nas amostras de mix de frutas os genomas de alta completude foram: MIBO5 -
Clostridioides (99,3 %); MIBO09 - Clostridium sulfidigenes (97,77 %) e MIBO01 Stenotrophomonas
maltophilia (91,63 %). Também foram obtidos 6 genomas em qualidade média e somente 1 genoma

em baixa qualidade.

Tabela 3.1. Anotagdo taxonomica e parametros obtidos ap0s a reconstrucao de genomas a partir de

metagenomas (MAGs) em amostras de residuos de manga, laranja e mix de frutas.

Amostra Genoma Tamanho do Completude®/ % GC N50 Anotacao taxonémica

genoma (pb) Contaminacao

Manga MBO05 4022703 100/1,004 0.38 237247 Acinetobacter seifertii
Manga MBO07 4501305 100/0,893 0.67 213137 Stenotrophomonas pavanii
Manga MB15 2866855 98,25/1,398 0.3 32711  N/A

Manga MB12 1995229 56,75/1,607 0.52 2294 Corynebacterium

glutamicum
Manga MB04 4189958 38,08/3,448 0.58 63627 Klebsiella michiganensis
Manga MB14 2088640 35,51/0 0.52 7506  N/A
Manga MB16 3870313 31,89/1,724 0.54 7030  Phytobacter diazotrophicus
Manga MB06 2960043 31,37/0 0.53 148660 Citrobacter amalonaticus
Manga MB13 3481299 29,1/0 0.58 9838  Klebsiella
Manga MB08 1285173 27,58/1,724 0.6 2220 N/A

Manga MBO01 1073135 27,06/1,724 0.52 27108 Citrobacter

Continua
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Amostra Genoma Tamanho do Completude®/ % GC N50 Anotacao taxonémica
genoma (pb) Contaminacao

Manga MB18 777289 26,33/1,724 0.55 1968 Enterobacter

Manga MBO03 1280579 24,13/1,724 0.55 4008 Enterobacter

Manga MB10 2611062 20,68/0 0.58 12320  Enterobacter

Manga MB19 2131410 18,96/1,724 0.59 4698 Klebsiella

Manga MB11 1241462 17,24/0 0.52 3266  Phytobacter

Laranja OB12 3912847 100/1,004 0.38 350742 Acinetobacter seifertii

Laranja OB08 4441801 99,86/0,893 0.67 44114  Stenotrophomonas pavanii

Laranja OBO01 4262768 93,15/3,061 0.41 5273  Brevibacillus laterosporus

Laranja OB02 4560698 90,99/0,83 0.58 21286  Klebsiella pneumoniae

Laranja OB09 4205657 66,52/4,388 0.57 3904  Klebsiella variicola

Laranja OBO05 6149634 62,41/8,62 0.53 81349  Phytobacter diazotrophicus

Laranja OBO07 1747212 41,82/1,754 0.54 12666  Enterobacter

Laranja OBO03 6036482 40,67/5,172 0.57 8231 Enterobacter himalayensis

Mix MIB0O5 2935278 99,3/1,048 0.3 147944 Clostridioides
sp002390935

Mix MIB09 3932826 97,77/2,195 0.3 156005 Clostridium sulfidigenes

Mix MIB0O1 4074100 91,63/0,974 0.67 7679  Stenotrophomonas
maltophilia

Mix MIB02 4846389 89,68/2,958 0.58 50832 Klebsiella variicola

Mix MIB04 3417373 78,61/3,7 0.52 26024  Escherichia flexneri

Mix MIB07 3472063 72,33/6,307 0.55 47712  Enterobacter himalayensis

Continua
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Amostra Genoma Tamanho do Completude®/ % GC N50 Anotacao taxonémica

genoma (pb) Contaminacao

Mix MIB0O6 4621250 69,46/0 0.53 156151 Citrobacter farmeri
Mix MIB08 5569692 68,85/1,754 0.55 121066 Klebsiella oxytoca
Mix MIB11 1957713 55,12/6,307 0.38 1786 Enterococcus

Mix MIB10 1052900 20,68/0 0.58 47818 Enterobacter

N/A: sem anotacao — *Qualidade estimada do genoma (CheckM)

Dentre os MAGs recuperados em alta qualidade, houve uma predominancia da classe
Gammaproteobacteria (Figura 3.1), com representantes da ordem Xanthomonadales presentes em
todas as amostras e classificadas como Stenotrophomonas pavanii, presente na laranja (OB08) e na
manga (MBO07) e Stenotrophomonas maltophilia (MIBO1) no mix de frutas; da ordem
Pseudomonadales foram encontrados Acinetobacter seifertii (laranja-OB12 e manga-MBO05) e da
ordem Enterobacterales e Bacillales, foram encontrados Klebsiella pneumoniae (OB02) e

Brevibacillus laterosporus (OB01) respectivamente, nas amostras de laranja.

O filo Firmicutes e seus representantes da classe Clostridia foram encontrados apenas nas
amostras de mix de frutas (MIBO5 e MIB09), com a espécie Clostridium sulfidigenes e membro do
género Clostridioides. Nas amostras de manga foi encontrado o representante do género
Anaerosalibacter (MB15) sem identificacdo de espécie por ndo haver representantes cultivados,
sugerindo uma nova espécie. Um estudo reportado por Al-amoudi et al. (2016), sugeriu que o filo
Firmicutes deve ser alvo para a bioprospeccdo de antimicrobianos. Além disso, utilizando a
comunidade bacteriana presente em solo salino, Gao et al. (2014) demonstraram que enquanto
microrganismos do filo Proteobacteria foram capazes de degradar 6leos simples, representantes do
filo Firmicutes foram capazes de degradar componentes recalcitrantes constituintes do petréleo

bruto.
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Figura 3.1. Perfil taxondmico dos 10 MAGs recuperados em alta qualidade das amostras de

residuos de frutas: laranja, manga e mix.
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O perfil taxondomico dos MAGs recuperados em alta qualidade nas amostras de residuos de
frutas, possui representantes de 6 géneros: Acinetobacter, Brevibacillus, Klebsiella, Clostridium,
Clostridioides, Stenotrophomonas e Anaerosalibacter, todos referenciados na literatura como
produtores de biossurfactantes. Espécies de Acinetobacter sdo conhecidas por produzirem
biossurfactantes de alto peso molecular denominados Emulsan e Alasan (DAS et al., 2008). A
linhagem isolada Acinetobacter indicus M6 demonstrou potencial na produgdo de biossurfactantes
com propriedades tensoativas, emulsificantes, anti-tumoral e anti-biofilme, com estabilidade em

temperatura e em pH acido (KARLAPUD et al., 2018).

O género Stenotrophomonas, também encontrado nos MAGs, também ja foi relatado em
varios trabalhos como produtor de biossurfactantes. A cepa Stenotrophomonas sp. SIVKR-26
produziu um biossurfactante que promoveu consideravelmente a remoc¢do de compostos aromaticos
policiclicos e compostos fendlicos de aguas residuarias de refinaria de petréleo, podendo ser
utilizado em processos de biorremediacdo (PATEL et al., 2020). Isolada de solo contaminado, a
cepa Stenotrophomonas maltophilia NBS-11 produziu um glicolipidio com capacidade quelante de

ferro, podendo ser utilizado para proteger células do estresse oxidativo (HEMLATA et al., 2015).
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Todos os MAGs recuperados em alta qualidade estavam >90 % completos, apresentaram
menos de 5 % de contaminagdo e abrangem regides repetitivas bem como a presenca dos genes
23S, 16S e 5S rRNA e ao menos 18 tRNAs, satisfazendo os critérios de alta qualidade para MAGs
(BOWERS et al., 2017). Trés MAGs apresentaram 100 % de completude com baixo indice de
contaminacao (MB05, MB07 e OB12).

3.3.2 Caracterizagdo funcional dos MAGs em amostras de frutas

A partir da anotacao funcional realizada utilizando o Banco de Dados Kyoto Encyclopaedia
of Genes and Genomes (KEGG) Orthologies (KOs), e seguindo a tabela criada de genes (KOs) de
interesse (Tabela B1.1), KO0059 foi o mais abundante nas amostras, estando presente em todos os
MAGs de alta qualidade (Figura 3.2). KO0059 refere-se ao gene fabG, que é um dos principais
genes que contribuem para as vias de biossintese da producdo de ramnolipidios (KASHIF et al.,
2022). A 3-oxoacil-ACP redutase bacteriana, também chamada de FabG é uma proteina que catalisa
a etapa de reducdo da 3-oxoacil-ACP na via de acidos graxos e seu gene fabG geralmente esta

localizado no grupo de genes que sintetizam acidos graxos bacterianos (GUO et al., 2019).
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Figura 3.2. Perfil funcional dos 10 MAGs recuperados em alta qualidade das amostras de residuos

de frutas, baseado nos KOs de interesse relacionados a biossintese de biossurfactantes.
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O gene KO02759, que codifica a enzima componente EIIA do sistema PTS
(fosfoenolpiruvato:acuicar fosfotransferase) da celobiose, é intimamente relacionada ao transporte e
absorcdo de agucares para as células bacterianas (GIRO et al., 2009). A enzima especifica de
liquenisina do sistema fosfotransferase (PTS), também esta relacionada ao gene licA3, responsavel
pela producao do biossurfactante lipopeptideo liquenisina, comumente conhecido por ser produzido
pela cepa Bacillus licheniformis (KONZ et al., 1999; PHETCHARAT et al., 2019). Este KO foi
encontrado em maior frequéncia nos MAGs recuperados da amostra de laranja OB02 e OBO1

identificados como Klebsiella pneumoniae e Brevibacillus laterosporus, respectivamente.

Destacam-se ainda os KOs: K00655, K00645 e K06133. O K00655 refere-se a genes que
codificam a enzima 1-Acil-sn-glicerol-3-fosfato aciltransferase (E.C.2.3.1.51) relacionada a
biossintese de fosfolipidios e acidos graxos e lipopolissacarideos (VASCONCELOS et al., 2016).
K000645 refere-se ao gene ituD, que codifica uma enzima precursora do biossurfactante
lipopeptideo iturina A, muito comum em bactérias do género Bacillus e nas amostras este encontra-
se principalmente no MAG recuperado da laranja OBO1, identificado como Brevibacillus

laterosporus (MARKANDE; PATEL; VARJANI, 2021). O gene sfp (K06133) presente
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principalmente nos MAGs (OB08 e MB07) de Stenotrophomonas pavanii e Acinetobacter seifertii
(OB12 e MBO05) é uma das unidades principais do operon srfA que codifica uma sintetase de
peptidio ndo ribossomal, essencial na biossintese de biossurfactante lipopeptideo (FINKING;

MARAHIEL, 2004; JIMOH; LIN, 2019).

No geral, segundo a classificacao da tabela de genes de interesse (Tabela B1.1) a maioria
dos KOs de interesse envolvidos na producdo de biossurfactantes encontrados nos MAGs estao
relacionados ao metabolismo de acidos graxos (48,47 %), biossintese de metabdlitos secundarios
(20,92 %) e biossintese de lipopeptideos (12,75 %). Ainda foram encontrados também genes
envolvidos na biossintese de lipopolissacarideos (7,99 %), metabolismo de lipidios (4,93 %),
metabolismo de hidrocarbonetos (3,40 %) e biossintese de ramnolipidios (1,53 %). Com base na
classificacdo dos KOs de interesse pode-se inferir que a grande maioria dos genes esta relacionada a
biossintese de lipopeptidios, uma vez que estes sdao formados por uma porgdo de acido graxo, ligado
a uma cadeia peptidica (PLAZA et al., 2015). Estes sdo sintetizados independente de ribossomo,
pelas enzimas denominadas sintetases de peptidios ndo ribossomais, possuindo estruturas diversas e
também estdo relacionados a varias atividades bioldgicas antiproliferativas, além de estarem
envolvidos na motilidade e formacao de biofilmes (ROOGSAWANG; WASHIO; MORIKAWA,
2011).

As vias metabodlicas que envolvem a sintese de biossurfactantes e seus precursores sao
diversas, e a fonte de carbono escolhida para o meio de cultivo, seja ela de natureza hidrofilica ou
hidrofébica, influencia na rota metabdlica utilizada pelo microrganismo para a producao
(SATPUTE et al., 2010; JIMOH; LIN, 2019). As vias metabdlicas analisadas oriundas do KEEG
nos MAGs de alta qualidade, foram aquelas relacionadas ao metabolismo intermediario da sintese
de precursores de biossurfactantes de acordo com a natureza da fonte de carbono utilizada, e a
completude dessas vias em cada um dos MAGs esta representada na Figura 3.3. Os MAGs OB08 e
MBO07 anotados taxonomicamente como Stenotrophomonas pavanii apresentaram similaridade na
completude das vias, OB12 e MBO05 anotados como Acinetobacter seifertii também apresentaram
um perfil similar entre si, bem como os 3 MAGs representantes do filo Firmicutes (MB15, MIBO5 e

MIB09).

Quando a fonte de carbono utilizada é hidrofilica, sdo acionadas pelo metabolismo
microbiano as vias lipogénica e glicolitica: a fonte de carbono é degradada até seus intermediarios
na via glicolitica, onde glicose 6-fosfato é um dos precursores dos carboidratos presentes na porgao

hidrofilica do biossurfactante, e para a sintese da porcdo hidrofébica, o substrato é oxidado a
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piruvato, que sera convertido a acetil-CoA que juntamente com oxacelacetato produzira malonil-
CoA e em seguida acido graxo, um dos precursores da sintese de lipidios. Ao utilizar substratos
hidrofébicos como fonte de carbono, as vias utilizadas pelo metabolismo microbiano sdo a lipolitica
e gliconeogénese: para a formagdo dos carboidratos, a via da gliconeogénese é ativada para que seu
complexo enzimatico atue nas reacOes inversas aquelas da glicolise, uma vez que as reacoes
catalisadas pela piruvato quinase sdo irreversiveis. Para a sintese da porcdo hidrofébica do
biossurfactante, o substrato é reduzido a acido graxo (FONTES et al., 2008; SATPUTE et al.,
2010). A completude dessas vias nos MAGs apresentados, evidencia o potencial de producao de

biossurfactantes, especialmente a partir de substratos hidrofilicos.
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Figura 3.3. A) graficos em barras representando a completude (%) das vias relacionadas a sintese de biossurfactantes, em relacao a fonte de carbono
utilizada, nos MAGs de alta qualidade B) mapa metabolico resumido de vias intermediarias envolvidas na sintese de biossurfactantes a partir de

substratos hidrofilicos e hidrofébicos como fonte de carbono. Os niimeros EC referem-se as enzimas potencialmente envolvidas em cada reacao.
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A anotacao funcional a partir do banco de dados BiosurfDB utilizando o pipeline
MEGAN+BioSurfDB para os 34 MAGs, gerou um total de 1013 leituras relacionadas a
biossintese de biossurfactantes, em sua maioria sendo envolvidas na biossintese de
lipopeptidios (69,29 %), na biossintese de poliquetideos (18,66 %) e na biossintese de
glicolipidios (6,22 %) (Tabela 3.2). Para os 10 MAGs de alta qualidade, 949 leituras foram
atribuidas, sendo 32 % de leituras atribuidas a biossintese de biossurfactantes, totalizando
304 leituras. Os 4 MAGs referentes as amostras de laranja apresentaram a maioria das leituras
(71,05 %), seguida pelos 3 MAGs recuperados das amostras de mix de frutas (18,42 %) e 3
MAGs das amostras de manga (10,52 %) (Tabela 3.3). O perfil funcional segundo o pipeline
MEGAN+BioSurfDB dos MAGs recuperados em alta qualidade também estd

majoritariamente relacionado a biossintese de lipopeptideos (67,76 %) (Figura 3.4).

Tabela 3.2. Porcentagem relativa de leituras atribuidas a biossintese de biossurfactantes,

segundo a classificacdo do BioSurfDB, nos 34 MAGs recuperados de amostras de residuos de

frutas.

Classificacdao BiosurfDB Numero de leituras % relativa
atribuidas

Biossintese de lipopeptidios 702 69,29

Biossintese de poliquetideos 189 18,65

Biossintese de glicolipideos 63 6,22

Biossintese de surfactantes 42 4,14

Biossintese de outros metabdlitos secundarios 10 0,98

Biossintese de fosfolipidios 4 0,39

Metabolismo de terpendides e poliquetideos 3 0,29
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Tabela 3.3. Porcentagem relativa de leituras atribuidas a biossintese de biossurfactantes,
seguindo o pipeline BioSurfDB+MEGAN, para os 10 MAGs de alta qualidade recuperados de

amostras de residuos de frutas.

Amostra Numero de leituras % relativa
atribuidas

MAGs recuperados de amostra de laranja 216 71,05

MAGs recuperados de amostra de mix 56 18,42

MAGs recuperados de amostra de manga 32 10.52

A atribuicdo de genes envolvidos na biossintese de putisolvinas ocorreu para todos os
MAGs, sendo a maioria encontrada em OB01, OB02 e MIBO01, o que corrobora com a analise
centrada em gene realizada em dados metagenomicos em estudo anterior (SILVA, et al.,
2022). Putisolvina I e II, sdo lipopeptideos ciclicos que foram descritos pela primeira vez ao
serem produzidos pela cepa de Pseudomonas putida PCL1445 isolada de solo contaminado
(KUIPER et al., 2004; DUBERN et al., 2008). No entanto, é um biossurfactante com
propriedades de reducdo da tensdo superficial e em bactérias, estimula a motilidade de

enxameacao e além de inibir a formacdo de biofilmes, degrada biofilmes ja existentes.
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Figura 3.4. Perfil funcional relacionado a biossintese de biossurfactantes dos 10 MAGs de
alta qualidade recuperados de amostras de frutas. Classificacdo baseada no banco de dados

BioSurfDB via pipeline DIAMOND+MEGAN.
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O MAG OBO01 obtido da amostra de laranja (Brevibacillus laterosporus) destacou-se
pela quantidade de leituras atribuidas, representando 48,35 % do total de leituras para os 10
MAGs de alta qualidade. Além disso, a maioria dessas leituras esta relacionada a genes
envolvidos na biossintese de lipopetidios (Figura 3.5). Pelas suas caracteristicas genéticas, as
espécies do género Brevibacillus sao consideradas bactérias com propriedades promotoras de
crescimento em plantas, sintetizam moléculas com propriedades antiftingicas e antibiéticas, e
podem ser encontradas em solos diversos, sedimentos e plantas (RAY; PATEL; AMIN,

2020).

A biossintese de lipopeptidios como surfactina, micosubtilina e iturina esta fortemente
relacionada as espécies do género Bacillus, no entanto, o género Brevibacillus tem uma alta
heterogeneidade filogenética e esta intimamente relacionado ao género Bacillus (RAY;

PATEL; AMIN, 2020). Por isso, a similaridade em relacdao aos genes envolvidos na
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biossintese desses biossurfactantes. Micosubtilina, bacilomicina e iturina englobam o grupo
da familia das iturinas e sdo reconhecidas pelo seu potencial antimicrobiano, enquanto que
surfactina e liquenisina fazem parte da familia das surfactinas, que apesar de também
apresentarem propriedades antimicrobianas, sdo excelentes redutores de tensdao superficial

(ROONGSAWANG et al., 2011).

Figura 3.5. Atribuicdo de leituras relacionadas aos genes envolvidos na biossintese de
biossurfactantes, segundo a classificacdo BioSurfDB, referente ao MAG OBO1 recuperado de

amostra de laranja e anotado taxonomicamente como Brevibacillus laterosporus.

surfactin synthetase A- Il
surfactin’ sy nthetase 1
surfactin - 1
putisolvin synthetase - 1
putisolvin related integral membrane protein - I
putative malonyl-CoA fransacylase -
pl|pastat|n synthase subunlt D- .
Bllpastatln synthase subunit C - I Biossurfactante
lipastatin synthase subunit & - Il
plipastatin s' nthase subunit B- 1 . Alnumicina
plg:astatln s' nthase subunit A - N
lipastatin’ synthase subunit- Il . Artrofactina
non-ricosomal peptlggrsmrﬁﬁgt%xs!g 1 Bacil
i " acilomicina
Mycosubtilin synthase Subunit G- 1
m- cosubtilin s' nthase subunit B - I Biossintese de fenilpropanoides
rcosubtilin s' nthase subunltﬁ. |
Mych -
lichenysin sy nthete.se E -

[ Estrutura de peptideos nao ribossomais
licheniysin s' nthetase I-

. Fengicina

© " — II| cheny Ejlnﬁ. smg{etasg
= iturin fami |po Eﬁl g synthetase B - -
3 iturin A sy ase C (B. sublilis) - Fusaricidina
|tur|n A synthetase A - "
. heatdshc- kt ré)tem 1 fturina A
usaricidin synthetase - . -
Fengycin non-ribosomal E:eptlde synthetase FenD - 1 . Liquenisina
fengycin family lipopeptide synthetase D- Wl ) -
BmyB - [l vicosuntiiina
biosurfactant synthesis-related enzy me- I . )
bacillomycin D synthetase G - . Plipastatina
bac |Ilamu|nbs' nihélase BmyB - ) )
bac |f|c-m' /cin D sy ninetase B - . Putisolvina
bac |I|c-m\ cin D 5\ nthetase A - )
a&tﬂra;& %ln s' nmgttase g . Surfactina
arthrofactin synthetase
Antlblotl DIQS‘ nthesis. Multifunctional - . Via genérica de biossintese de biossurfactante

Antibiatic biosynthesis_ Ligase_ -

AlnRG two ¢ ompanemresponseregulator
AlInRS two ¢ ompanentresponseregulator
AlnR cyclase -

Alnl starter unit ketoacyl sy nthase

Acyl Coh acetate and 3-ketoacid CoA transferase, alpha subunlt— =
0 5 10 15 20 25
Leituras

Genes envolvidos na biossintese de fengicina e plipastatina, também atribuidos a este
MAG (Figura 3.5) estdo classificados como poliquetideos no banco de dados BioSurfDB, mas
também sdo considerados uma classe de biossurfactantes lipopeptideos (GEETHA; BANAT;
JOSHI, 2018). Estes sdo sintetizados por um complexo de enzimas denominadas policetidio
sintases (PKSs — polyketide synthases) que produzem diversos metabdlitos secundarios de
diversas estruturas e de maneira semelhante a biossintese de acidos graxos, esta base

gendmica é muito relatada também no género Bacillus (JASIM et al., 2016).
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A analise dos MAGs apresentados neste estudo elucida ainda mais a microbiota
presente em amostras de frutas, corroborando com estudos anteriores, que relatam a
microbiota associada a plantas no geral como potenciais produtoras de moléculas com
propriedades antibidticas e antimicrobianas, sendo em sua grande maioria classificadas como
lipopeptidios e podendo ser aplicadas em diversos setores da industria, especialmente na
agricultura, na protecdo contra pragas ou promocao de crescimento (SACHDEV;

CAMEOTRA, 2013; SINGH; JHA, JHA, 2015; LEVY et al., 2018).
3.4 CONCLUSAO

O perfil funcional dos MAGs recuperados de amostras de frutas, tanto obtido pela
analise de KOs de interesse quanto pelo pipeline MEGAN+BioSurfDB foi
predominantemente relacionado a biossintese de biossurfactantes lipopeptidios. Entretanto, a
analise interativa via MEGAN+BiSurfDB direciona o estudo aos genes de interesse de forma
mais clara e por ser uma investigacdo de dominio especifico, permite que o estudo foque
apenas na caracterizacao do conjunto de dados considerando apenas as informacOes de
interesse que ja estdo previamente selecionadas no banco de dados. Ademais, o presente
estudo ainda ressalta a utilizacdo da bioinformdtica para o conhecimento da microbiota

desconhecida ou inexplorada.

A caracterizacdo taxonémica e funcional dos MAGs corroborou com estudos
anteriores, evidenciando o potencial da microbiota presente nesses residuos para a sua
aplicacdo na biossintese de biossurfactantes. Lipopeptidios sdo uma classe de biossurfactantes
relacionados a potentes antimicrobianos que podem ser utilizados em diversos setores

industriais.
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CAPITULO 4 - PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTE A PARTIR DE Brevibacillus
borstelensis UTILIZANDO GLICEROL COMO FONTE DE CARBONO

Resumo

O mercado de biossurfactantes cresce cada vez mais e a necessidade de otimizar a producao,
descobrir novas cepas produtoras e utilizar fontes alternativas de baixo custo no processo sao
de grande importancia. No presente trabalho, a bactéria Gram-positiva identificada como
Brevibacillus borstelensis ISM04, isolada de residuo de manga foi capaz de produzir
biossurfactante a partir de glicerol como fonte de carbono alternativa. O biossurfactante
produzido apresentou indice de emulsificagdo de 67 % em querosene e auséncia de toxicidade
em sementes de tomate e alface. Espectro de FTIR indicou a natureza lipopeptidica do
composto produzido que também mostrou-se estavel em temperaturas até 80 °C e em pH
entre 6 e 10.

Abstract

The market for biosurfactants is growing more and more and the need to optimize production,
discover new producing strains and use alternative low-cost sources in the process are of great
importance. In the present work, the Gram-positive bacterium identified as Brevibacillus
borstelensis ISMO04, isolated from mango waste was able to produce a biosurfactant from
glycerol as an alternative carbon source. The produced biosurfactant showed emulsification
index of 67 % in kerosene and absence of toxicity on tomato and lettuce seeds. FTIR spectra
indicated the lipopeptide nature of the produced compound which was also stable at
temperatures up to 80 °C and at pH range between 6 and 10.

4.1 INTRODUCAO

Segundo o Relatério do Mercado Global de Biossurfactantes 2023, desenvolvido pela
Research and Markets, o mercado global de biossurfactantes cresceu de US$ 4,07 bilhdes em
2022 para US$ 4,39 bilhoes em 2023. Apesar dos danos causados pela pandemia de COVID-
19 a economia global e das sang¢Ges econdmicas geradas em diversos paises devido a guerra
entre Russia e Ucrania, afetando a cadeia de suprimentos e altas inflacdes pelo mundo,
estima-se que o mercado de biossurfactantes ainda cresca a uma taxa de crescimento anual

composta de 8,1 % e chegue aos US$ 6 bilhdes até 2027 (MARKET e MARKETS, 2023).

A latente preocupacao mundial com o meio ambiente e recursos naturais, bem como a
conscientizacdo do proprio consumidor a respeito do uso de ingredientes renovaveis, naturais

e mais seguros a saide em seus produtos utilizados diariamente, vém impulsionando cada vez
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mais a industria de surfactantes a promover mudangas em sua cadeia produtiva, tornando-a
mais sustentdvel (GLOBAL MARKET INSIGHTS, 2023; MARKET e MARKETS, 2023).
Este contexto levou diversas industrias a explorarem o mercado de biossurfactantes e
ampliarem sua capacidade de producao, incluindo grandes nomes como BASF SE, Merck
KgaA, Evonik Industries AG, Givaudan SA, Akzo Nobel, dentre outras (GLOBAL MARKET
INSIGHTS, 2023). Porém, apesar de toda a comocao global a respeito do meio ambiente e da
procura de produtos ambientalmente mais limpos, o mercado de surfactantes sintéticos ainda

se sobrepde ao de biossurfactantes.

Os biossurfactantes, também chamados de surfactantes microbianos, sdao produzidos
por microrganismos, apresentam propriedades biodegradaveis, baixa ou nenhuma toxicidade e
um amplo espectro de aplicacdes industriais. Embora tenham muitas vantagens em relacao
aos sintéticos, sua producdo ainda possui custo alto, ha muitos desafios na producao em larga

escala, rendimento e processamento (GAUR et al., 2022).

Microrganismos vivendo em ambientes distintos, desenvolvem habilidades
fisiolégicas e metabdlicas tnicas para sobreviverem e desempenharem suas fungdes. Assim,
cada microrganismo em seu habitat pode produzir metabdlitos diferentes, com novas
propriedades, ampliando a possibilidade de descobrir novos compostos (SHEKHAR et al.,
2015). Microrganismos isolados de multiplos ambientes tém sido relatados como produtores
de biossurfactantes: Brevibacillus borstelensis isolado de uma fonte termal localizada na india
foi capaz de produzir um biossurfactante com capacidade de 57,54 % de emulsao (DHAGAT
et al., 2020); a cepa Bacillus licheniformis isolada de mangue produziu um biossurfactante

com atividade emulsificante de 75,17 % (KUMAR et al., 2016);

Sabe-se que frutas e vegetais carregam em sua filosfera, inimeros microrganismos e
que a diversidade desses, depende de fatores como grau de maturagdo da fruta, qualidade do
solo em que ela se encontrava, praticas agricolas, qualidade da agua utilizada, condigcoes
ambientais na colheita etc. Algumas bactérias naturalmente presente nesses vegetais sao
conhecidas por produzirem ampla variedade de metabdlitos primarios e secundarios, com
propriedades antimicrobiana e antibidtica (PARANITHIOTIS et al., 2012; Di CAGNO et al.,
2013; FESSARD; REMIZE, 2019). Além de serem produzidos por diversos géneros de
leveduras, bactérias e fungos, na producdo de biossurfactantes podem ser utilizados diversos

substratos como glicose, sacarose, etanol, glicerol, 6leos, residuos agroindustriais, residuos
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alimenticios, melacos, efluentes, parafina etc. (SAKTHIPRIYA et al.,, 2015; SHEKHAR et
al., 2015). A fonte de carbono é essencial para o crescimento e o metabolismo microbiano, a
glicose geralmente é a fonte de energia amplamente utilizada (VIGNESHWARAN et al.
2018) e também responsavel pelo alto custo do processo (DHAGAT; JUJJAVARAPU, 2021),
no entanto, neste estudo, visando a reducdo de custos na fermentagdo, como alternativa a

glicose, foi utilizado o glicerol como fonte de carbono.

Considerando essa microbiota diversa presente em frutas, e da grande variedade
fruticola que o Brasil dispde devido as condicdes climaticas favoraveis, o objetivo deste
trabalho foi avaliar a produgdo de biossurfactante pela cepa de Brevibacillus borstelensis
ISM04, isolada de residuo de manga descartada em feiras livres, utilizando glicerol como
fonte de carbono. Planejamento fatorial do tipo Delineamento Composto Central Rotacional
(DCCR) foi realizado para projetar execucoes experimentais e as respostas foram geradas em
termos de rendimento, biomassa, tensdao superficial e indice de emulsificacdo, visando
otimizar o processo, os resultados obtidos viabilizaram a produgdo de um biossurfactante com
capacidade de emulsificante em querosene que apresentou auséncia de toxicidade em

sementes de tomate e alface.
4.2 METODOLOGIA

4.2.1 Coleta, armazenagem do residuo de fruta

Foram coletadas mangas descartadas de feiras livres da cidade de Sorocaba-SP, Brasil.
Apobs a retirada dos carocos, a polpa e casca da fruta foram triturados em processador
culinario. A amostra foi homogeneizada e armazenada em sacos plasticos herméticos,

mantidos sob refrigeracdo a 4°C até sua utilizacao.
4.2.2 Selegdo e isolamento de microrganismos

Em frascos reagentes de 500 mL, foram adicionados 25 g/L. da polpa de manga
homogeneizada em caldo LB (Luria-Bertami) e mantidos em shaker a 34 °C, 150 rpm durante
5 dias. Ap6s o periodo, uma aliquota foi transferida para outro frasco contendo caldo LB e 1

% de glicerol, mantido nas mesmas condi¢Ges de temperatura e agitacao, por 7 dias.

Esse procedimento foi repetido mais uma vez e ap6s o periodo determinado, diluicoes
seriadas (até 10®) foram realizadas para semeadura em superficie em placas de Petri contento

agar nutriente. As placas foram mantidas em estufa a 35 °C por 48 horas. Apés crescimento e
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sucessivas estrias de esgotamento os isolados foram mantidos em tubos com agar inclinado

“slant” e mantidos sob refrigeracao.

As 15 cepas isoladas do residuo de manga foram previamente testadas quanto a
producdo de biossurfactante e a melhor avaliada como potencial produtora, denominada com

o codigo ISM04, foi identificada e posteriormente submetida aos testes de producao.

4.2.3 Identificagdo de microrganismo produtor de biossurfactante, isolado de amostra de

residuo de manga

A cepa utilizada neste trabalho, denominada ISM04 do banco de cultura do
Laboratério de Microbiologia Aplicada, da Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar)
campus Sorocaba-SP, Brasil, foi previamente isolada do residuo de manga e classificada

como potencial produtora de biossurfactante.

O isolado ISM04 foi submetido a extracdo de DNA utilizando o kit Dneasy PowerSoil
seguindo todo o protocolo conforme o fabricante. A purificacdo do produto de PCR foi feita
em coluna (GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit, GE Healthcare) e o
sequenciamento Sanger foi realizado na Universidade Estadual Paulista (Unesp) campus
Jaboticabal-SP, Brasil. Os primers universais para o dominio Bacteria utilizados no
sequenciamento  foram 27f 5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3° e 1100r 5’-
AGGGTTGCGCTCGTTG-3’ (LANE, 1991).

A edigdo, conferéncia dos cromatogramas parciais das sequéncias do gene 16S rDNA
e o alinhamento das mesmas, foram realizadas no software Geneious V8. As sequéncias
consenso geradas foram alinhadas e comparadas com sequéncias conhecidas de organismos
depositados no Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). As distancias genéticas foram
analisadas através do programa MEGA versdo 10.2 (TAMURA et al., 2013) e calculadas
segundo o modelo de Kimura dois-pardmetros (K2P) (KIMURA, 1980). A partir das
distancias genéticas, a arvore filogenética foi gerada pelo método de Neighbor-Joining

(SATOU; NEI, 1987) calculadas com valores de bootstrap com 1000 amostragens.

As sequéncias do isolado ISM04 foram depositadas no banco de dados de anotacGes
de sequéncias e nucleotideos GenBank, e esta disponivel publicamente através do niumero de

acesso OR197713.
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4.2.4 Ensaios de produgdo de biossurfactante utilizando glicerol como fonte de carbono

Planejamento fatorial do tipo Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) foi
realizado no software online Protimiza (https://experimental-design.protimiza.com.br/),
visando obter a otimizacdo do processo, contou com quatro variaveis: concentracdo inicial de
extrato de levedura (%); concentracao inicial de sulfato de magnésio (MgSO.) (%);
concentracdo inicial de glutamato monossddico (%) e concentracdo inicial de glicerol (%)
(Tabela 4.1). Foram realizados 28 experimentos em triplicatas, sendo oito condi¢Ges
experimentais distintas e trés pontos centrais utilizados para calculo do erro puro. Para célculo
das respostas, foram consideradas as médias das triplicatas. Os ensaios foram realizados em
reatores em batelada, em triplicata, totalizando 84 reatores, em frascos Erlenmeyer de 500
mL, contendo 200 mL de meio reacional e 5 % de inéculo (v/v) e mantidos em incubadora do

tipo shaker a 200 rpm e 37 °C durante 72 horas.

Tabela 4.1. Valores utilizados no DCCR para a avaliacdo das variaveis.

Niveis
Variavel Cadigo -1 0 1
Concentracao de extrato de levedura (%) X4 0,2 04 0,6
Concentracao de MgSO, (%) X5 0,05 0,1 0,15
Concentracao de glutamato monossodico (%) X3 0,75 1,375 2
Concentracao de glicerol (%) X4 2 3 4

O meio de cultivo McKeen para a producdo de biossurfactantes foi adaptado de
Daghat et al. (2021) e era composto por: glicerol (X4 ); glutamato monossédico (Xs); extrato
de levedura (X;); MgS0. (X>); K;HPO, (0,1 %); KCI (0,05 %) e 0,05 % de solucdo trago. A
solucdo trago era composta por (g/L): MgSO, . 7H,O (5,0); CuSO, . 5H,O (1,6) e FeSO, .
7H,0 (0,15).

Apbs obtidas as respostas, foi realizado o modelo preditivo em funcao das varidveis e
a analise de variancia ANOVA. A partir da superficie de resposta para verificar e definir as
faixas otimas operacionais de cada variavel, foi realizada a validacdo experimental com os

ensaios nas condi¢des otimizadas.


https://experimental-design.protimiza.com.br/
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4.2.5 Monitoramento dos ensaios de produgdo de biossurfactante

Apos o término das 72 horas de fermentagao, aliquotas de 20 mL foram retiradas para
ensaios de monitoramento da producdo. O caldo fermentado foi centrifugado a 10.000 rpm
por 20 minutos a 4 °C (KUMAR; JANARDHAN; VISWANATH, 2016), a biomassa
microbiana foi determinada na porcdo precipitada pelo método de biomassa seca
(SUWANSUKHO et al., 2016).

O sobrenadante foi utilizado para a avaliacio do indice de emulsificacdo em
querosene apos 24 horas (E.s) (TABATABAEE et al.,, 2005; MARCELINO et al., 2019).
Também foi realizado teste de tensdo superficial (TS) utilizando o método da gota suspensa,
utilizando um medidor de angulo de contato Ramé-Hart 250, a 25 °C, com TS inicial
considerando a agua 72 mN/m (PATHAK; KEHARIA, 2014). No software DROPimage
Advanced a gota suspensa foi fotografada e a tensdo mensurada no ImageJ pelo plugin
Pedent_Drop (DAERR; MOGNE, 2016).

O rendimento do biossurfactante foi calculado a partir do peso do extraido do
sobrenadante. Um volume de 5 mL do sobrenadante foi filtrado em membrana de 0,22 pm e
adicionado o mesmo volume de acetona. A mistura ficou em repouso por 24 horas e mantida a
4 °C. Apo6s o periodo, as amostras foram centrifugadas por 10 minutos, 8000 rpm a 4 °C, o

precipitado foi seco em estufa a 105 °C (PRUTHI; CAMEOTRA, 2003).

4.2.6 Ensaios de produgdo de biossurfactante da condi¢do otimizada e monitoramento

Os ensaios da condicdo otimizada foram realizados em triplicata, em Erlenmeyer de
500 mL contendo 350 mL de volume reacional e 5 % de indculo. As concentragdes das
variaveis do meio de cultivo foram as seguintes (%): X; — extrato de levedura (0,40); X, —
MgS04(0,10); X5 — glutamato monossodico (0,0) e X4 — glicerol (1,06), as concentracdes dos
demais reagentes e as condi¢Oes experimentais mantiveram-se as mesmas.

Aliquotas foram retiradas ao longo da fermentacdo nos tempos 0 h, 24 h, 36 h, 48 h e
72 h e foram realizados determinagdes de biomassa seca e indice de emulsificacdo conforme
descrito no item 4.2.5. O consumo de glicerol foi avaliado através do método de determinacao
de glicerol por espectrofotometria segundo Bondioli e Bella (2005).

Ap6s as 72 horas de fermentacao, o biossurfactante foi extraido conforme item 4.2.5 e
submetido a teste de estabilidade para avaliar a capacidade de emulsdo em diferentes

condicOes de temperatura (40 °C, 60 °C e 80 °C) e pH (3, 6 e 10) (DAS; KUMAR, 2018). O
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biossurfactante extraido também foi submetido aos testes deslocamento de 6leo (YOUSSEF et

al., 2004; KUMAR et al., 2016) e teste de toxicidade em sementes (RUFINO et al., 2014).

4.2.7 Fitotoxidade do biossurfactante extraido

A fitotoxidade do biossurfactante foi avaliada por meio de ensaios de germinacdo e
alongamento radicular de sementes de tomate cereja (Solanum lycopersicum ISLA REF. 261)
e de alface Boston branca lisa (Lactuca sativa ISLA REF. 027) segundo protocolo de Tiquia
et al. (1996) modificado. Vinte sementes de cada variedade foram superficialmente
desinfectadas em solucdo contendo alcool absoluto durante 5 minutos. As sementes foram
entdo adicionadas em 25 mL do biossurfactante extraido na concentracdo de 1,2 g/L. mantidas
sob imersdo a 25 °C, e em shaker a 110 rpm por 24 horas. Apds o periodo as sementes foram
acondicionadas em placas de Petri contendo papel filtro umedecidas com agua destilada
estéril e incubadas em camara B.O.D a 22/16 °C por 7 dias, sob fotoperiodo de 10/8 h
(dia/noite). O grupo controle foi estabelecido com 20 sementes adicionadas diretamente no
papel filtro com agua destilada estéril. A germinacdo da semente, o alongamento da raiz e o
indice de germinacdo foram determinados seguindo as equacdes (1), (2) e (3):

. o . ntmero de sementes germinadas apos imersdo
Germinagdo relativa (% |=— 9 - P x100 (1)
ntimero de sementes germinadas no controle

. . . \__ comprimento médio da raiz apos imersdo
Comprimento relativo daraiz|%|= P P x100 (2)

comprimento médio daraiz no controle

Indice de germinagdo =% germinacdo relativa x % comprimento relativo daraiz/ 100 (3)

4.2.8 Caracterizagdo parcial do biossurfactante

A determinacdo da carga i6nica do biossurfactante foi realizada com o método de
difusdo em agar, em gel de agarose 1%. Foram adicionadas uma solucdo de brometo de
cetiltrimetilamo6nio (CTAB) 20 mM como caga positiva e uma solucdo de dodecil sulfato de
sodio (SDS) 20 mM como carga negativa, o biossurfactante extraido foi adicionado no centro
do gel, entre os dois padrées (MEYLHEUC et al., 2001).

O biossurfactante extraido foi liofilizado e caracterizado por espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR). Os espectros FTIR foram coletados de
500 a 4000 cm™ usando um espectrometro infravermelho da marca PerkinElmer modelo

Spectrum 65 do Laboratorio Caracterizacoes de Polimeros da Faculdade de Tecnologia José



83

Crespo Gonzales (Fatec-Sorocaba). Os espectros foram gerados na resolugio 4 cm™ e

varredura 64 scan.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Identificagdo do microrganismo produtor de biossurfactante

O isolado ISM04 foi identificado como Brevibacillus borstelensis (Figura 4.1) na
arvore filogenética, com base na sequéncia de genes 16S rDNA com 949 pb de comprimento
e bootstrap = 100 e a divergéncia genética entre as sequéncias da espécie Brevibacillus

borstelesnis foi a mais baixa (0 — 0,007%) indicando que o isolado pertence a ela (Tabela 4.2).

Figura 4.1. Arvore filognética gerada no programa MEGA 10.2 com 1.000 bootstrap,
construida pelo método Neighbor-Joining, com base no sequenciamento parcial do gene 16S
rDNA do isolado ISM04 e das sequéncias parciais do género Brevibacillus borstelensis

depositadas no GenBank.

66 | Brevibacillus panacihumi strain C17 (EU383032)
ﬂr‘; Brevibacillus panacihumi strain THV2 (OQ699230)
100 Brevibacillus panacihumi strain DCY35 (NR 044485)

Brevibacillus invocatus strain LMG 18962 (NR 041836)
35 ' Brevibacillus invocatus strain NCIMB 13772 (NR 112210)

Brevibacillus centrosporus strain DSM 8445 (NR 112211)
99 Brevibacillus centrosporus strain NBRC 15540 (NR 113768)

100 L— Brevibacillus composti strain FJAT-54423 (NR 181408)
Brevibacillus composti strain FJAT-54424 (MW971523)

a7 Brevibacillus borstelensis strain DSM 6347 (NR 040984)
4m‘-‘imzbacillus borstelensis strain NBRC 15714 (NR 113799)
s Brevibacillus borstelensis strain B4029 (NR 029131)
33 — Brewvibacillus borstelensis strain ISM04 (OR197713)

91 Brevibacillus agri strain SKM 07 (JN812211)

190 | | Brevibacillus agri strain WCD 49 (MN049193)
Brevibacillus agri strain DSM 6348 (NR 040983)

42 | Brevibacillus formosus strain DSM 9885 (NR 040979)
% || Brevibacillus formosus strain NBRC 15716 (NR 113801)
Brevibacillus formosus strain NRRL NRS-863 (NR 115591)
&5 | Brevibacillus reuszeri strain DSM 9887 (NR 040982)
3 || Brevibacillus reuszeri strain NBRC 15719 (NR 113802)
Brevibacillus reuszeri strain 39 (NR 029132)
Brewibacillus choshinensis strain CEMTC 7360 (0Q204388)
Brevibacillus choshinensis strain DSM 8552 (NR 040980)
85 ' Brevibacillus choshinensis strain NBRC 15518 (NR 113763)

i

100

0.0050
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Tabela 4.2. Divergéncia genética método Kimura dois-parametros obtida entre sequéncias de
16S entre os clados e dentro de cada clado recuperado no género Brevibacillus, método

Kimura dois-parametros, valores em porcentagem (%).

B.agri  B. formosus B. reuszeri B. choshinensis B. centrosporus B. invocatus B. panacihumi B. borstelensis B. composti

B. agri 0-0,35 0,74-1,2 1,22-1,740,88 — 1,68 2,12-3,23 2,46 -3,02 2,57-326 3,09-3,76 3,02-3,52
B. formosus - 0-0,21 0,88 —1,080,20 — 0,65 1,85-2,85 2,45-2,79 2,36-3,26 3,31-4,26 2,88-3,11
B. reuszeri - - 0-0,21 0,72-1,08 2,34-3,22 2,89-3,32 3,00-395 3,52-4,73 3,17-3,62
B. choshinensis - - - 0-0,10 1,64 — 3,35 2,83-4,05 2,79-445 3,52-4,36 3,38-3,90
B. centrosporus - - - - 0,20 1,30-1,74 1,45-2,21 2,06-2,86 2,84-3,34
B. invocatus - - - - - 0 0,61-1,03 2,20-2,49 2,76-2,83
B. panacihumi - - - - - - 0,06 -0,43 2,26-2,95 3,03-3,58
B. borstelensis - - - - - - - 0-0,007 1,46 —2,38
B. composti - - - - - - - - 0,14

4.3.2 Ensaios de produgdo de biossurfactante

Os ensaios realizados a partir do DCCR com variacdo nas concentracoes de extrato de
levedura (X;), MgSO, (X;), glutamato monossddico (X3) e glicerol (X4) estdo demonstrados
na Tabela 4.3, as respostas sdo referentes a biomassa seca (g/L), ao rendimento do
biossurfactante (g/L), tensdo superficial mN/m e atividade emulsificante (%) em querosene.

Os resultados estdo relacionados a producao de biossurfactante em 72 horas de fermentacao.
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Tabela 4.3. Delineamento composto central rotacional empregado na produgdo de

biossurfactante por

Brevibacillus

borstelensis ISMO04. As variaveis independentes:

concentracdo de extrato de levedura (X;); concentracao de MgSO, (X,); concentracao de

glutamato monossédico (X3) e concentracao de glicerol (X4) estdo representadas pelos niveis

codificados e reais (%), as respostas correspondem a 72 horas de fermentacao.

Variaveis Respostas
X4 X5 X3 X4 Biomassa Rendimento Tensao Exsem
seca (g/L)(g/L) superficial querosene
(mN/m) (%)

1 -1(0,2) -1(0,05) -1(0,75) -1(2,0) 3,83 1,93 58,85 65,63
2 +1(0,6) -1(0,05) -1(0,75) -1(2,0) 0,00 0,16 60,72 29,81
3 -1(0,2) +1(0,15) -1(0,75) -1(2,0) 3,90 0,12 67,10 56,66
4 +1(0,6) +1(0,15) -1(0,75) -1(2,0) 0,00 0,24 49,37 65,98
5 -1(0,2) -1(0,05) +1(2,00 -1(2,0) 3,76 1,07 64,59 40,00
6 +1(0,6) -1(0,05) +1(2,00 -1(2,0) 6,10 0,52 58,55 18,52
7 -1(0,2) +1(0,15) +1(2,0)0 -1(2,0) 5,16 1,07 66,52 59,38
8 +1(0,6) +1(0,15) +1(2,0) -1(2,0) 5,50 2,88 67,69 26,92
9 -1(0,2) -1(0,05) -1(0,75) +1(4,0) 4,33 2,41 37,76 41,86
10 +1(0,6) -1(0,05) -1(0,75) +1(4,0) 4,80 0,99 64,95 35,00
11 -1(0,2) +1(0,15) -1(0,75) +1(4,0) 1,68 0,45 63,61 63,94
12 +1(0,6) +1(0,15) -1(0,75) +1(4,0) 5,03 1,79 52,96 60,65
13 -1(0,2) -1(0,05) +1(2,0)0 +1(4,0) 4,32 1,34 54,82 53,09
14 +1(0,6) -1(0,05) +1(2,00 +1(4,0) 5,51 0,86 44,68 42,54

Continua
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Variaveis Respostas
X1 X X3 X4 Biomassa RendimentoTensao E.sem
seca (g/L)(g/L) superficial querosene
(mN/m) (%)

15 -1(0,2) +1(0,15) +1(2,0) +1(4,0) 2,96 1,82 51,80 56,46
16 +1(0,6) +1(0,15) +1(2,0) +1(4,0) 6,29 0,91 62,79 42,86
17 +2(2,78E") 0 (0,1) 0 (1,375) 0(3,0) 2,04 1,35 56,94 45,00
18 +2(0,8) 0 (0,1) 0 (1,375) 0(3,0) 4,79 0,94 51,93 41,67
19 0(0,4) -2 (6,94E%)0 (1,375) 0(3,0) 3,44 0,71 52,34 24,27
20 0(0,4) +2(0,2) 0(1,375) 0(3,00 5,19 4,58 48,10 60,45
21 0(0,4) 0 (0,1) -2(0,125)0 (3,0) 3,73 1,14 45,00 62,33
22 0(0,4) 0 (0,1) 2(2,625) 0(3,0) 5,54 1,82 57,50 32,06
23 0(0,4) 0 (0,1) 0 (1,375) -2(1,0) 4,69 0,14 51,44 27,04
24 0(0,4) 0(0,1) 0(1,375) 2(5,00 7,19 1,76 56,10 47,00
25 0(0,4) 0 (0,1) 0(1,375) 0(3,0) 4,32 2,12 56,23 35,16
26 0(0,4) 0 (0,1) 0 (1,375) 0(3,0) 6,00 4,35 45,43 36,74
27 0(0,4) 0(0,1) 0(1,375) 03,00 0 0,99 65,22 40,69
28 0(0,4) 0 (0,1) 0 (1,375) 0(3,0) 5,23 1,73 54,48 31,79

As respostas rendimento do biossurfactante (g/L) e tensdo superficial (mN/m) nao

tiveram nenhuma variavel significativa, ou seja, nenhuma alteragcdo nas variaveis preditoras

estdo relacionadas a essas respostas, 0 maximo rendimento alcancado foi 4,35 g/L. e a minima

tensdo superficial foi 37,76 mN/m, porém tais resultados ndo podem ser considerados

significativos. Ja os efeitos que cada variavel e suas interacdes exerceram sobre a producdo do



87

biossurfactante em relagdo as respostas biomassa seca (g/L) e indice de emulsificagdo (E..)
estdo apresentados na Tabela 4.4 e 4.5 respectivamente, e foram considerados significativos

os parametros com valores de p menores do que 10 %.

Tabela 4.4. Coeficientes de regressao para a resposta Biomassa seca (g/L). Apenas os fatores
com coeficientes significativos foram considerados (p < 0,1). As variaveis independentes:
concentracdo de extrato de levedura (X;); concentracao de MgSO, (X,); concentracao de

glutamato monossodico (X3) e concentracdo de glicerol (X4).

Fatores Coeficiente de regressaoErro Padraot calculado p-valor

Média 0,19 0,01 13,61 0,0000
X3 0,04 0,01 2,51 0,0194
X:1.X3 0,03 0,02 1,73 0,0958
Xi:.X4 0,04 0,02 2,09 0,0474

Tabela 4.5. Coeficientes de regressio para a resposta Indice de Emulsificacio E.(%). Apenas
os fatores com coeficientes significativos foram considerados (p < 0,1). As variaveis
independentes: concentracdo de extrato de levedura (X;); concentracdo de MgSO, (X>);

concentracdo de glutamato monossédico (X3) e concentracdo de glicerol (Xa).

Fatores Coeficiente de regressdao Erro Padraot calculado p-valor

Média 42,192 2,303 18,32 2,16E™
X1 -5,058 1,881 -2,689 0,013
X 7,449 1,881 3,961 0,0007
X3 -5,846 1,881 -3,108 0,0053
X3* 2,589 1,759 1,471 0,1559
X4 3,059 1,881 1,626 0,1187

X3.X4 4,173 2,303 1,811 0,0843
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Para a resposta biomassa seca, foram significativas as variaveis X3 e interagcdo entre
X1.X3 e X;.X4 sendo todos os coeficientes positivos (Tabela 4.5), indicando que quanto maior
a concentracao de glutamato monossédico (Xs3), maior sera a biomassa seca no intervalo de 72
horas, bem como para as interacOes entre concentracdo de extrato de levedura e glutamato
monossodico e para a concentracao de extrato de levedura e glicerol. A partir da ANOVA
obtida, a regressao pode ser considerada significativa (Tabela 4.6), porém a falta de ajuste nao
foi significativa e o valor de R*> = 36,27 % ndo foi satisfatério, indicando falta de
repetibilidade ja que os valores preditos e experimentais estao discrepantes. Apesar da falta de
repetibilidade que os resultados sugeriram, sabe-se que a quantidade e a natureza da fonte de
carbono esta intimamente relacionada ao crescimento e metabolismo microbiano. A sintese do
biossurfactante isubtilina por Bacillus subtilis, por exemplo, é controlada pelo
crescimento/densidade celular e a fase de crescimento microbiano (SANCHEZ et al., 2010),
enquanto que a fonte de nitrogénio é um fator determinante para o rendimento do produto
(SINGH et al., 2017; DHAGAT E JUJJAVARAPU, 2021). No entanto, Chooklin et al.
(2014) relataram que o uso de glutamato monossodico como fonte de nitrogénio para a cepa
H. archaeon AS65 além de promover um rendimento de 5,8 vezes maior que o obtido com o
uso de sulfato de amonio (NH4).SO,, também aumentou a biomassa e potencializou os
resultados de reducao da tensao superficial e o Es,.

Para a resposta indice de emulsificacdo em querosene (E,s) as interagoes entre Xs3.X4
foram significativas, com um coeficiente negativo, indicando que as variaveis possuem uma
relacdo inversamente proporcional. A variavel X; (concentracdo de extrato de levedura) foi
significativa, com um coeficiente negativo (-5,06), sugerindo que a minima concentracao
poderia ser utilizada na otimizacdo, o que diminui os custos do processo. Outra variavel que
ndo teve interacdo, mas foi significativa isoladamente, foi a concentragdo de MgSO, (X,) com
um coeficiente forte positivo, sendo uma varidvel que interfere na producao da emulsdo do
biossurfactante.

A proporc¢ado entre carbono e nitrogénio (C/N) no meio de cultivo é significativo e
interfere no rendimento do biossurfactante (FONSECA et al., 2007). A fonte de nitrogénio e
sua concentracao é muito importante na producao do biossurfactante, seja ela de natureza
organica ou inorganica. Geralmente os ions nitrato sdo consumidos na fase estaciondria do
crescimento microbiano, a fase de producdao de metabodlitos secundarios, e quando o

biossurfactante é sintetizado. Muitos estudos indicam que em concentragdes baixas de



89

nitrogénio nesta fase de crescimento, ha um efeito de impedimento do metabolismo
microbiano devido a insuficiéncia de transporte de nutrientes, sendo um fator essencial para a
producdo do biossurfactante e um alto rendimento na producdo € alcancado (DAVIS;
LYNCH, VARLEY, 1999; FONSECA et al, 2007; VIGNESHWARAN et al. 2018;
DARWESH et al., 2021; KASHIF et al., 2022). No processo fermentativo quando é usado
uma fonte organica simultaneamente com uma fonte inorganica de nitrogénio, a assimilacdo
do nitrogénio inorganico é mais lenta, o que simula uma condi¢do limitante (SARUBBO et
al., 2022), no presente estudo, como as duas fontes de nitrogénio utilizadas (glutamato
monossodico e extrato de levedura) sdo organicas, o fator limitante delas deve ser de utiliza-
las em baixas concentracdes como sugeriu o modelo. Segundo Casas e Ochoa (1999),
observaram que utilizando baixas concentracdes de extrato de levedura, Candida bombicola
teve a producao de soforolipidios favorecida, fato que ndo ocorreu quando utilizado em
grandes concentracoes devido ao grande crescimento da biomassa e consequente exaustao da
fonte de carbono.

Diversos outros fatores interferem na producdo do biossurfactante, como condi¢des de
pH, temperatura, agitacdo, micro e macronutrientes. Um dos macronutrientes essenciais € o
magnésio, que também auxilia na comunicacdo intercelular e sintese de proteinas, no presente
estudo, a concentracdo de magnésio foi um fator determinante para a producdo do
biossurfactante com capacidade emulsificante, a presenca de sais e consequentemente a
salinidade do meio afeta o comportamento da emulsdao do biossurfactante (KASHIF et al.,
2022).

Tabela 4.6. Anélise de varidncia ANOVA para os pardmetros Biomassa seca (g/L) e Indice de

Emulsificagao E,4 (%).

Fontes da Soma dos quadrados Graus de liberdade Quadrados médios Fc

varlagao Biomassa Ex Biomassa Eoxs Biomassa Ex Biomassa Eos
Regressao0,1 34529 3 6 0,0 575,5 4.6 6,8
Residuos 0,1 1782,7 24 21 0,0 84,9

Total 0,2 5235,6 27 27 0,0 660,4

Biomassa seca: R? = 36,27% | E».: R*= 65,95%
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4.3.3 Producgdo de biossurfactante da condigdo otimizada

Com base nos dados estatisticos gerados nos ensaios do DCCR, os ensaios de
validacdo da otimizacdo da producdo de biossurfactante pela cepa Brevibacillus borstelensis
ISMO04, visando alcangar uma maxima emulsdao em querosene (79,46 % + 14,31 conforme
predito pelo modelo), tiveram as seguintes concentracdes iniciais de acordo o grafico gerado
pelo modelo (Figura 4.2): X; — concentracdo de extrato de levedura (0,40 %); X, —
concentracdo de MgSO, (0,10 %); X3 — concentracao de glutamato monossodico (0 %) e X4 —
concentracgdo de glicerol (1,06 %), mantendo as demais concentracdes dos reagentes conforme

o meio de cultivo utilizado citado no item 4.2.4.

Figura 4.2. Curva de contorno para a producdo de biossurfactante por Brevibacillus
borstelensis 1ISM04 em fungdo das varidveis glicerol e glutamato monossédico para a

otimizacao da emulsdo em querosene.
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Nas condicoes otimizadas, a cepa Brevibacillus borstelensis ISM04 apresentou um
consumo de glicerol de 96,79 % em 72 horas de fermentacdo, alcancando a fase estaciondria
de crescimento em torno de 12 horas e manteve-se estavel até as 72 horas de ensaio (Figura
4.3). O indice de emulsificacdo aumentou ao longo do tempo, atingindo seu maximo ao final
da fermentacdo (67,7 %) (Figura 4.4), sendo um forte indicador da presenca de
biossurfactante com capacidade emulsificante, pois manteve a emulsdo estavel de no minimo
50 % dentro de 24 horas (WILLUMSEN e KARLSON, 1996). Apesar do resultado obtido
estar dentro do desvio do valor previsto, ainda assim, o valor da predi¢cdo foi melhor do que os
valores experimentais, isso ocorre devido ao fato dessas ferramentas estatisticas maximizarem
as funcdes, porém, réplicas bioldgicas e metabolismo podem interferir no resultado final.
Dhagat e Jujjavarapu (2020) relataram um indice de emulsificacdo maximo de 58,13 % em 48
horas de fermentacdo com a cepa Brevibacillus borstelensis isolada de uma fonte de termal e
utilizando glicose como fonte de carbono com o meio McKeen, a cepa atingiu a fase
estaciondria de crescimento em 24h de fermentacdo e manteve-se estavel até 120 horas. Além
disso, os autores também relataram uma diferenca entre valores previstos e experimentais.
Estes dados corroboram com a producdo de um bioemulsificante durante a fase estacionaria

de crescimento microbiano, caracterizando um metabélito secundario.

Figura 4.3. A) Consumo de glicerol e B) Crescimento microbiano, da cepa Brevibacillus

borstelensis ISM04 ao longo de 72h de fermentacao.
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Figura 4.4. Indice de emulsificacio alcancado pela cepa Brevibacillus borstelensis ISM04 em

querosene ao longo de 72h de fermentacgao.

B E24 (%)
—— Gompertz_Modificado (User) Fit of Sheet1 C"E24"

]
-
60 )
LI
A [ ]
/ i
/\; 40 .//
< )
< v
N /
w
20 //,,,,w'
/
b4
,,//
0 [ ]
T T T T
0 20 40 60
Tempo (h)

O teste de deslocamento de 6leo realizado com o sobrenadante foi positivo, podendo
observar a reducdo da tensdo superficial da interface agua/éleo de motor queimado a partir da
formacdo de um halo (Figura 4.5), confirmando o potencial que a cepa utilizada possui para
produzir agentes tensoativos utilizando glicerol como fonte de carbono. E um método
simples, mas confidvel na deteccao da producdo de biossurfactantes (PLAZA; ZJAWIONY;
BANAT, 2006). Porém, apesar de uma molécula ter a capacidade de formar uma emulsdo
estavel, tal caracteristica ndo esta relacionada a capacidade de reduzir a tensdao superficial.
Geralmente quando um microrganismo produz um biossurfactante de baixo peso molecular,
este pode ndao produzir emulsdes totalmente estaveis, enquanto que polimeros que atuam
efetivamente na estabilizacdao de emulsdes, podem ndo reduzir tanto a tensdao superficial

(SILVA et al., 2010).
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Figura 4.5. Teste de deslocamento de dleo realizado com o sobrenadante ap6s 72h de
fermentacao da cepa Brevibacillus borstelensis ISM04. A) controle negativo agua/6leo de

motor, B) biossurfactante extraido/6leo de motor.

A)

O biossurfactante mostrou-se termoestavel (Figura 4.6A) nas temperaturas submetidas
de 40 e 60 °C mantendo a emulsdo em 60 %, porém, quando submetido a 80 °C o indice de
emulsificacdo caiu para 57,6 %. Vigneshwaran et al. (2018) relataram que a cepa
Brevibacillus sp. AVN 13 isolada de solo contaminado com petr6leo, produziu um
biossurfactante termoestavel na faixa de temperatura de 30-90 °C em relacdo ao indice de

emulsificacdo (72 %) e quando submetido a temperatura acima de 100 °C este caiu para 64 %.
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Figura 4.6. Estabilidade do biossurfactante produzido por Brevibacillus borstelensis ISM04:

A) estabilidade da emulsdao em temperatura, B) estabilidade da emulsao em pH.
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Quanto a estabilidade em pH, o indice de emulsificacio manteve-se estdvel em 67 %
entre pH 6 e 10, enquanto que em pH abaixo de 6 (4,0) a emulsdo apresentou uma reducdo
(Figura 4.6B), o que corrobora com Reddy et al. (2016), Sakthipriya et al. (2015) e
Vigneshwaran et al. (2018) que também relataram instabilidade da emulsdo do biossurfactante
em pH mais acido devido a precipitacdo parcial do mesmo, prejudicando a formacdo de
micelas que se tornam menos carregadas negativamente em condicoes acidas. A emulsdo da
surfactina produzida por Bacillus subtilis, em querosene manteve-se estavel a 98 % em pH 11,
porém, em pH 3,0 a emulsdo ndo ocorreu, Long et al. (2017) explicaram tal fato pela
ocorréncia de ionizacdo ou protonacdo do grupo carboxila na estrutura molecular da
surfactina, causada pelo pH é&cido. Portanto, o biossurfactante extraido de Brevibacillus
borstelensis ISM04 mostrou-se mais estavel em condi¢des alcalinas do que em condic¢Ges

acidas.

4.3.4 Fitotoxidade do biossurfactante extraido em sementes de tomate e alface
Os resultados obtidos no presente estudo indicam que o biossurfactante extraido nao
apresentou efeito inibitério na germinacdo das sementes testadas e nem no alongamento de

suas raizes, alcancando um indice de germinacdo de 147 % contra sementes de Solanum
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lycopersicum e 102 % contra sementes de Lactuca sativa além disso, também foi observado o
crescimento foliar (Tabela 4.7). Tiquia et al. (1996), estabeleceram que o indice de

germinacao de 80 % é um indicador de auséncia de fitotoxidade.

Tabela 4.7. Fitotoxidade do biossurfactante extraido de Brevibacillus borstelensis ISM04

contra Solanum lycopersicum e Lactuca sativa ap6s 24h em imersao.

Germinacdo relativa Comprimento fndice de germinacéo
(%) radicular relativo (%) (%)

Solanum lycopersicum 100 147 147

Lactuca sativa 94,44 108 102

Outros indices encontrados na literatura com biossurfactantes foram os de Luna et al.
(2013) que descreveram o biossurfactante produzido por Candida sphaerica UCP0995 nao
apresentando fitotoxidade contra Lactuca sativa ao atingirem um indice maximo de
germinacao de 167 % na concentracao de 0,5 g/L. Um indice de germinacao de 136 % foi
alcancado contra sementes de repolho utilizando biossurfactante produzido por Candida
lipolytica UCP0988 (RUFINO et al., 2014).

Ha ainda trabalhos relatando espécies de Brevibacillus como bons agentes de
biocontrole na agricultura por sintetizarem moléculas antimicrobianas (RAY; PATEL; AMIN,
2020), promovendo um aumento significativo no indice de vigor das sementes de tomate e
protegendo-o contra a doenca do cancro bacteriano (GIRISH; UMESHA, 2005), e reduzindo
o impacto causado pelo fungo Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici (CHANDEL; ALLAN;
WOODWARD, 2010). Brevibacillus brevis também potencializou o crescimento de sementes

de algoddo através de ensaios de germinagdo (NEHRA; SAHARAN. CHOUDHARY, 2016).

4.3.5 Caracterizagdo parcial do biossurfactante

A partir do teste de carga i6nica com o biossurfactante extraido, foi possivel visualizar
a linha de precipitacdo no sentido do componente cationico (CTAB), indicando que o
biossurfactante produzido por Brevibacillus borstelensis ISM04 é de natureza anidnica
(Figura 4.7), ou seja, sua porc¢do hidrofilica é negativamente carregada. Os surfactantes de

maneira geral, em sua porcao apolar possuem uma cadeia composta de hidrocarboneto ao
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passo que a porcdo polar pode ser cationica, aniénia ou ndo-ibnica. A maioria dos
biossurfactantes sdao anionicos ou neutros, podendo ser desde pequenos acidos graxos até
grandes polimeros. Estudos reportaram que Pseudomonas aeruginosa UCP0992 em meio
contendo glicerol, Corynebacterium aquaticum usando residuos de peixe e glicerol, Rhizopus
arrhizus UCP 1607 em meio contento glicerol bruto e licor de milho, produziram
biossurfactantes de natureza anionica (SILVA et al., 2010; MARTINS e MARTINS, 2018;
PELE et al,, 2019).

Figura 4.7. Carga ionica do biossurfactante produzido pela cepa Brevibacillus borstelensis
ISMO04, isolada de residuo de manga, utilizando glicerol como fonte de carbono. A seta preta

indica a linha de precipitagao.

A partir do espetro obtido para o biossurfctante extraido (Figura 4.8) foi possivel
observar picos de absor¢do em 2920 cm™ e 2850 cm™ indicando o grupo C-H do alcano,
confirmando a presenca de cadeia alifatica no composto. A presenca do grupo éster indicada
pela absor¢do em 1022 cm™, corresponde a -C=0 no grupo -COOR e a banda em 1640 cm™
de estiramento nas ligacdes OC-N ilustram a existéncia de grupamentos amina e ligacdes
peptidicas na estrutura da molécula e a presenca da ligagdo amida (617 cm™) N-H de amidas
primarias confirma a fragdo peptidica. Portanto, esses resultados indicam fortemente que este

biossurfactante possui natureza lipopeptidica.
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Figura 4.8. Espectro infravermelho por transformada de Fourier do biossurfactante extraido

produzido por Brevibacillus borstelensis ISM04 isolado de residuo de manga em meio

contendo glicerol como fonte de carbono.
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Este estudo apresentou uma nova cepa isolada de residuo de manga, Brevibacillus

borstelensis ISM04 com capacidade para produzir um biossurfactante com potencial

emulsificante, utilizando glicerol como fonte de carbono, uma fonte de carbono alternativa de

baixo custo. A emulsdo produzida mostrou-se estavel em pH entre 6 e 10 e temperaturas até

80 °C. O biossurfactante extraido ndo apresentou toxicidade em sementes de Solanum

lycopersicum e Lactuca sativa (tomate e alface, respectivamente).

Os resultados sugerem

tratar-se de um biossurfactante lipopeptidio, com potencial para uso em aplicacdes

ambientais, em atividades de biorremediacdo e no campo agricola devido a auséncia de

toxicidade.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo disponibilizou uma nova forma de analisar dados metagendmicos,
para a prospeccdo de genes relacionados a biossintese de biossurfactantes, por meio do
pipeline proposto BioSurfDB+MEGAN, onde promoveu a integracdao de um banco de dados
de dominio especifico (BioSurfDB) ao MEGAN, facilitando e direcionando as analises a

genes de interesse.

Através das analises metagendmica e de recuperacao de MAGs de residuos de frutas,
foi estabelecido que a microbiota associada a esses residuos sdao uma fonte potencial para a
producdo de biossurfactantes, especialmente lipopeptidios. As amostras apresentaram um
common core formado por Gammaproteobacteria. Dos 10 MAGs recuperados em alta
qualidade, o MAG atribuido taxonomicamente a Brevibacillus laterosporus destacou-se por
apresentar grande parte das leituras e pelo potencial genético relacionado a biossintese de

lipopeptidios.

Este estudo também mostrou que a bactéria Brevibacillus borstelensis 1SM04 isolada
de residuo de manga foi capaz de produzir biossurfactante utilizando glicerol como fonte
alternativa de carbono. Os resultados sugerem que o biossurfactante produzido é de natureza
lipopeptidica, demosntrou atividade emulsificante em querosene e estabilidade em pH entre 6
e 10 e em temperaturas até 80 °C e auséncia de toxicidade para a germinacao de sementes de

alface e tomate,

Os resultados deste trabalho podem ser extrapolados para futuras pesquisas,
empregando outros substrados como fonte alternativa de carbono, no processo fermentativo
na producdo de biossurfactantes, visando a reducdo de residuos e gerando valor agregado.
Ademais, os biossurfactantes lipopeptidios, dependendo de suas caracteristicas podem ser
aplicados na biorremediacdo em derramamentos de hidrocarbonetos, na industria agricola

como fertilizantes ou agentes de biocontrole, bem como moléculas antimicrobianas.
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Figura A2.1. Taxonomia atribuida a genes relacionados na biossintese de iturina A (A),
liquenisina (B) e micosubitilina (C e D), os heatmaps ao lado de cada gene representam a

quantidade de contigs atribuidos a uma determinada taxonomia.
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Figura A2.3. Analise da beta diversidade, as distancias de Bray-Curtis foram calculadas a

partir de contagens de género com os dados normalizados e submetidos a uma analise de

coordenadas principais (PCoA), mostrando as duas primeiras coordenadas principais.
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Tabela B1.1 — Lista de KOs de interesse, oriundos do banco de dados KEGG criada para

direcionar a prospecgao de genes relacionados a biossintese de biossurfactantes.

Classificacao
producdo de
KO Gene Definicao biossurfactante Referéncia
Metabolismo de Phetcharat et al
K00001adh alcohol dehydrogenase hidrocarbonetos (2019)

K000161ldh  L-lactate dehydrogenase

K00059fabG 3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] reductase

K00067rmlD dTDP-4-dehydrorhamnose reductase

K00208fabl enoyl-[acyl-carrier protein] reductase I

K00209fabV enoyl-[acyl-carrier protein] reductase

K00446dmpB Catechol 2,3-dioxygenase

3,4-dihydroxyphenylacetate 2,3-

K00455hpaD dioxygenase

K00496alkM alkane 1-monooxygenase

KO00551pemt phosphatidylethanolamine

Malonyl CoA-acyl-carrier protein
K00645ituD transacylase

Metabolismo de
hidrocarbonetos

Metabolismo de
acidos graxos

Biossintese de
metabdlitos
secundarios

Metabolismo de
acidos graxos

Metabolismo de
acidos graxos

Metabolismo de
hidrocarbonetos

Metabolismo de
hidrocarbonetos

Metabolismo de
acidos graxos

Metabolismo de
lipidios

Metabolismo de
acidos graxos

Phetcharat et al
(2019)

Phetcharat et al
(2019)

Phetcharat et al
(2019)

Vasconcellos et
al (2016)

Vasconcellos et
al (2016)

Phetcharat et al
(2019)

Phetcharat et al
(2019)

Gomes et al
(2016)

BiosurfDB

Vasconcellos et
al (2016);
BiosurfDB; Plaza
et al (2015)

Continua
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Classificacao
producao de
KO Gene Definicao biossurfactante Referéncia
3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] ~ Metabolismo de Vasconcellos et
K00647fabB synthase I acidos graxos  al (2016)
3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] ~ Metabolismo de Vasconcellos et
K00648fabH syntase III acidos graxos  al (2016)
1-acyl-sn-glycerol-3-phosphate ~ Metabolismo de Vasconcellos et
K00655plsC acyltransferase lipidios al (2016)
Biossintese de
trehalose-6-phosphate phosphatase metabolitos
K00697 otsA synthase secundarios BiosurfDB
Biossintese de
lipopolissacaridi Vasconcellos et
K009121pxK tetraacyldisaccharide 4’-kinase 0s al (2016)
Biossintese de
glucose-1-phosphate metabolitos Vasconcellos et
K00973rmlA thymidylyltransferase secundarios al (2016)
Biossintese de
metabolitos
K01087 ostB trehalose-6-phosphate phosphatase secundarios BiosurfDB

K01692paaF, echA

K01710rmlB

KO01715crt

Enoyl-CoA hydratase

Enoyl-CoA hydratase

Metabolismo de
acidos graxos

Biossintese de
metabdlitos
secundarios

Metabolismo de
acidos graxos

Phetcharat et al
(2019)

Maier e Soberon-
Chavez (2000);
Abdel-Mawgoud
et al (2010)

Maier e Soberon-
Chavez (2000);
Abdel-Mawgoud
et al (2010)

Continua
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Classificacao
producao de
KO Gene Definicao biossurfactante Referéncia
Maier e Soberon-
Chavez (2000);
Metabolismo de Abdel-Mawgoud
K01782fadJ Enoyl-CoA hydratase acidos graxos et al (2010)
Maier e Soberon-
Biossintese de  Chavez (2000);
metabolitos Abdel-Mawgoud
K01790rmlC secundarios et al (2010)
Maier e Soberon-
Chavez (2000);
Metabolismo de Abdel-Mawgoud
K01825fadB Enoyl-CoA hydratase acidos graxos et al (2010)
Biotin carboxylase of acetyl-CoA Metabolismo de Vasconcellos et
K01946- carboxylase acidos graxos  al (2016)
Biotin carboxylase of acetyl-CoA Metabolismo de Vasconcellos et
K01961- carboxylase acidos graxos  al (2016)
enoyl-[acyl-carrier protein] Metabolismo de Vasconcellos et
K02371- reductase acidos graxos  al (2016)
Biossintese de
3-deoxy-D-manno-octulosonic-  lipopolissacaridi Vasconcellos et
K02527waaA acid transferase 0s al (2016)
lichenan-specific Biossintese de  Phetcharat et al
K027591icA3 phosphotransferase enzyme lipopeptidios (2019)
long-chain fatty acid transport Metabolismo de Phetcharat et al
KO06076fadL protein acidos graxos  (2019)
Jimoh e Lin
(2019); Plaza et
al (2015) —
Biossintese de  explicacdo de
K06133sfp 4'-phosphopantetheinyl transferase lipopeptidios como atua

Continua
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Classificacao

producao de
KO Gene Definicao biossurfactante Referéncia

Biossintese de

lipopolissacaridi Phetcharat et al
K07272rgpF Rhamnosyltransferase 0s (2019)

Metabolismo de Phetcharat et al
K07514EHHADH Enoyl-CoA hydratase acidos graxos  (2019)

Metabolismo de Phetcharat et al
K10616- alkane 1-monooxygenase hidrocarbonetos (2019)

Biossintese de

lipopolissacaridi Phetcharat et al
K12986waasS, rfaS 1,5-rhamnosyltransferase 0s (2019)

Biossintese de

lipopolissacaridi Phetcharat et al
K12987migA alpha-1,6-rhamnosyltransferase ~ o0s (2019)

Biossintese de

lipopolissacaridi Phetcharat et al
K12988wapR alpha-1,3-rhamnosyltransferase ~ 0s (2019)

K12990rhlC, rfbF

K12992rfbN

K13061rhII

K13767fadB

K15016-

rhamnosyltransferase

rhamnosyltransferase

rhamnosyltransferase subunit B

Enoyl-CoA hydratase

Enoyl-CoA hydratase

Biossintese de
ramnolipidios

Biossintese de
lipopolissacaridi
0s

Biossintese de
ramnolipidios

Metabolismo de
acidos graxos

Metabolismo de
acidos graxos

Phetcharat et al
(2019); Maier e
Soberén-Chavez
(2000); Aratjo et
al (2020)

BiosurfDB

BiosurfDB

BiosurfDB

BiosurfDB

Continua
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Classificacao
producao de
KO Gene Definicao biossurfactante Referéncia
Metabolismo de
K15312pksH Enoyl-CoA hydratase acidos graxos  BiosurfDB
Metabolismo de
K15313pksl Enoyl-CoA hydratase acidos graxos  BiosurfDB
Vasconcellos et
Producgado de al (2016); Aratjo
K15654srfAA - surfactina et al (2020)
Vasconcellos et
srfAB Producao de al (2016); Aratjo
K15655 - surfactina et al (2020)
Vasconcellos et
srfAC Producgado de al (2016); Aratjo
K15656 - surfactina et al (2020)
Producao de Vasconcellos et
fATE, srfAD
K15657° P SEAY surfactina al (2016)
bmyA., ituA ]%iossint?s? de BiosurfDB ;
K15661 - lipopeptidios Plaza et al (2015)
Biossintese de
bmyB, ituB
K1s662 > - lipopeptidios ~ BiosurfDB
bmvC. ituC Biossintese de  BiosurfDB ;
K15663 ) - lipopeptidios Plaza et al (2015)

K15664PPs 1enC

K15665

K15666

K15667

ppsB, fenD

ppsC, fenE

ppsD, fenA

Biossintese de
fengicina

Biossintese de
fengicina

Biossintese de
fengicina

Biossintese de
fengicina

BiosurfDB ;
Plaza et al (2015)

BiosurfDB ;
Plaza et al (2015)

BiosurfDB ;
Plaza et al (2015)

BiosurfDB ;
Plaza et al (2015)

Continua
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Classificacao
producao de
KO Gene Definicao biossurfactante Referéncia
Biossintese de
E, fenB Pl t al (2015
K15668PP> " - fengicina aza etal ( )
alkane L-monooxveenase Metabolismo de Gomes et al
K15757 8 hidrocarbonetos (2016)
licA Biossintese de
K16119 lichenysin synthetase A lipopeptidios BiosurfDB
Phetcharat et al
(2019); Maier e
rhlA Soberdn-Chavez
Biossintese de  (2000); Araujo et
K18100 Rhamnosyltransferase subunit A ramnolipidios  al (2020)
Phetcharat et al
(2019); Maier e
rhiB Soberon-Chavez
Biossintese de  (2000); Araujo et
K18101 rhamnosyltransferase subunit B ramnolipidios  al (2020)
IR Biossintese de
K20391p transcriptional activator plcR ramnolipidios  BiosurfDB
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