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OLIVEIRA, Bianca Teixeira Morais de. Atividade bioldgica da piocianina produzida com
residuo de fabricacdo artesanal de cerveja, 2019. Trabalho de Conclusdo de Curso
(Bacharelado em Biotecnologia) — Centro de Biotecnologia, Universidade Federal da Paraiba,
2019.

RESUMO

A piocianina é uma fenazina natural de carater fluorescente e cor azul brilhante ou azul-
esverdeada, sintetizada exclusivamente por linhagens de Pseudomonas aeruginosa. Dentre
das principais funcbes, a atividade antimicrobiana é conhecida contra diferentes outros
organismos. Substancia com elevado grau de pureza possui alto custo, 0 que encoraja a
utilizacdo de substratos ndo convencionais, em especial, aqueles com alto teor de nitrogénio,
como residuos gerados na inddstria de cerveja artesanal. O objetivo deste trabalho foi
produzir, extrair, quantificar e caracterizar a piocianina, empregando residuo de malte de
cevada e testar a atividade dessa substancia frente as linhagens clinicas Staphylococcus
aureus UFPEDA 02, Escherichia coli UFPEDA224 e Candida tropicalis 13803,
determinando a concentragdo inibitéria minima (CIM) e a acdo sobre adesdo e formacdo do
biofilme sobre vidro e dolomita. A producéo de piocianina foi aumentada em média de 70%
nos dois isolados testados, TGC02 e TGC04 quando a suplementagdo do residuo de malte de
cevada foi de 2% m/v, comparado ao controle. A caracterizacdo molecular permitiu confirmar
no espectro fragmentado a presenca majoritaria do pigmento devido ao pico em 210,89 m/z.
A CIM determinada foi de 37,5 e 18,75 pg/mL frente E. coli UFPEDA 224 e S. aureus
UFPEDAQ2. Contudo, o pigmento ndo impediu a adesdo e desenvolvimento do biofilme para
ambas as linhagens. O percentual de hidrofobicidade foi alto, resultando uma maior adesdo ao
corpo de prova de dolomita. Estudos posteriores devem elucidar os mecanismos moleculares
envolvidos entre a piocianina e sua influéncia na formacéo de biofilmes bacterianos.

Palavras-chave: Fenazinas naturais; Matéria-prima alternativa; Biofilme.



OLIVEIRA, Bianca Teixeira Morais de. Biological activity of pyocyanin produced with craft
beer waste, 2019. Course Completion Work (Biotechnology) — Centro de Biotecnologia,
Universidade Federal da Paraiba, 2019.

ABSTRACT

Pyocyanin is a naturally occurring fluorescent bright blue or blue-greenish phenazine,
synthesized exclusively by Pseudomonas aeruginosa strains. Within main functions as
antimicrobial activity against different organisms. The high purity substance has a high cost,
which encourages the use of unconventional substrates, especially those with high nitrogen
content, as wastes generated in the craft beer industry. The aim of this work was to produce,
to extract, to quantify and to characterize pyocyanin using malt bagasse and to test its activity
against clinical strains Staphylococcus aureus UFPEDA 02, Escherichia coli UFPEDA224
and Candida tropicalis 13803 in order to determine the Minimum Inhibitory Concentration
(MIC) and the action on adhesion and formation of the biofilm. When the residue
supplementation was 2% w/v, pyocyanin production was increased by an average of 70%
among the two isolates, TGCO2 and TGCO4. The molecular characterization allowed to
confirm in the fragmented spectrum the majority presence of the pigment due to the 210.89
m/z peak. The MIC determined was 37.5 and 18.75 pg/mL against E. coli UFPEDA 224 and
S. aureus UFPEDA 02. However, the pigment did not prevent biofilm adhesion and
development for both strains. The hydrophobicity percentage was high, resulting in greater
adhesion to the dolomite coupon. Further studies should elucidate the molecular mechanisms
involved between pyocyanin and its influence on bacterial biofilm formation.

Keywords: Natural phenazines; Alternative raw material; Biofilm.



Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7
Figura 8

Figura 9

LISTA DE FIGURAS

Rota sintética de producédo de piocianina

Etapas de formacdo de biofilme em Pseudomonas
aeruginosa

Sistemas de incubacdo acrescidos de residuo de malte
de cevada (m/v)

Etapas de extracdo da piocianina
Biorreatores

Coloracdo dos sistemas de incubacdo apds producao
de PYO

Piocianina concentrada

Espectro fragmentado da piocianina

Percentagem de adesdo para as linhagens
controle/teste

15

20

25

26

30

32

33

34

37



Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

LISTA DE TABELAS

Concentragdo de piocianina (pg/mL) por percentual de residuo
suplementado

Concentracdo Inibitéria Minima da piocianina (pg/ml) nas
linhagens-teste

Percentual e classificacdo da hidrofobicidade das linhagens-teste

Quantificacdo das linhagens aderidas aos corpos de prova (10°
NMP/cm?)

32

35

36

37



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

PYO Pyocyanin - Piocianina

PYO™ Linhagens produtoras de piocianina

PYO"~ Linhagens ndo produtoras de piocianina

UFC Unidades formadoras de col6nia

UFC/mL Unidades formadoras de colnia por mililitro
NMP/cm? Numero Mais Provavel por Centimetro cubico

Observagdo: as abreviaturas, siglas e simbolos utilizados neste trabalho e que ndo constam nesta relacéo,

encontram-se descritas no texto ou sdo convencdes adotadas universalmente.



SUMARIO

LINTRODUGAO ...ttt 14
2 REFERENCIAL TEORICO ..ot es s sesssanas s, 15
2L PIOCIANINA .....ooveeeeeeeeeeeevee ettt ses et sne st 15
2.2 PSEUDOMONAS AERUGINOSA ........ooeveeieeseesessssesesiesessessessessessessssen s 16
2.3 MICRO-ORGANISMOS E INTERAGOES .......ooovveveeeiieeeeeeererssssen s 17
2.4 BIOFILMES BACTERIANOS ......coooiiiiieeieeeseeseseeeeseeseesessessessesses s 19
2.5 PRODUCAO E CARACTERIZACAO DE PIGMENTOS ......cocovevererrrernians 21
BOBJIETIVOS ...ttt 23
3L OBIETIVO GERAL ..ot 23
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ..ottt 23
4 MATERIAL E METODOS ...ttt es e es s sne s, 24
4.1 LOCAL DE PESQUISA .......ouiisieeeiieieeeieesseessssss s seness s essssseasas st 24
4.2 MICRO-ORGANISMOS.......oooveiieeeeieieieeiesseesssssses s sessssessesse s 24
4.3 PRODUGCAOQ DE PIOCIANINA .....c.ovieeiieeieeeeeeees s 24
4.4 EXTRACAO E QUANTIFICACAO DA CONCENTRACAO DE PIOCIANINA
.................................................................................................................................... 25
4.5 CARACTERIZACAO MOLECULAR DO PIGMENTO........ccocovevirrrsreniernen. 27
4.7 ANALISE DE FORMACAO DE BIOFILMES EM CRISTAL VIOLETA........ 28
4.8 ENSAIO DA FORMACAO DO BIOFILME EM CUPOM .......coovvvveeeeeen. 29
4.9 TESTE DE HIDROFOBICIDADE .......oooeiieieeeeeeeeeeeeseeeeee s 30
4.10 ANALISE ESTATISTICA ....ooviieeeeeeeeeee ettt 31
B RESULTADOS ..ottt tes e ee st s st 32
5.1 PRODUGCAO DE PIOCIANINA .......cooviieeeeeseeeeeee e een e 32
5.4 DETERMINAGCAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM) ... 35
5.5 AVALIACAO DA HIDROFOBICIDADE .......coovoiveveeeeieeeeeeesessissensienines 35
5.6 ANALISE DA FORMACAO DE BIOFILMES EM CRISTAL VIOLETA ....... 36
5.7 ENSAIO DE FORMAGCAO DO BIOFILME NOS CUPONS .......cccooovvevieinian, 37
B DISCUSSAOD ...ttt ettt es s anensans 38
7 CONCLUSODES........coooteeeeteeee ettt 43
REFERENCIAS ..ottt s sttt st ss st 44
APENDICE A ..ottt s st neesnannenes 57

APENDICE Bttt e e e et e e s eae e et ate et aaeesateseesasessateessaeesasesssreeeseesserereans 58



14
1 INTRODUCAO

A piocianina é uma fenazina natural de cor azul brilhante, sintetizada exclusivamente
por 90-95% das espécies de Pseudomonas aeruginosa. E um pigmento caracterizado como
metabolito eletroquimicamente ativo e possui fungdes essenciais para a bactéria, dentre
outras, nos mecanismos de sinalizagdo celular, assim como no metabolismo do ferro e
viruléncia da bactéria. O pigmento também tem um papel ja identificado nas interacGes
ecologicas da P. aeruginosa com demais organismos, especialmente as que envolvem
competicdo, sendo de fundamental importancia compreender as bases destas relacoes.

O custo atual do pigmento com alto grau de pureza é muito alto, em valores
aproximados, 1 mg de piocianina corresponde a aproximadamente R$ 125,00, encorajando a
producdo laboratorial, visando a reducdo dos custos, ao passo que, se obtém um produto com
caracteristicas similares.

A industria artesanal de cerveja se expandiu nos Gltimos anos e atrelado a isso, infere-
se um aumento de residuos resultantes do sistema produtivo. H& uma recorréncia na busca
pelo direcionamento adequado de tais residuos, com o objetivo de aproveitar o potencial
destes coprodutos, por exemplo, servir de substrato ndo convencional para geracdo de
bioprodutos.

A partir disso, o presente trabalho demonstra a utilizacdo de um residuo de cervejaria
artesanal como suplemento ao meio de producéo de piocianina, posteriormente investigada no

contexto da interferéncia do pigmento em linhagens de patdgenos clinicos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 PIOCIANINA

A piocianina é uma substancia estruturalmente composta por duas subunidades de N-
metil-1-hidroxifenazina (MAVODRI et al., 2001; DIETRICH et al., 2013). Foi a primeira
fenazina natural descrita na literatura, é definida como um pigmento de cor azul exuberante
associado a participagdo nas reacdes de dxido-reducao que culmina na producao e acimulo de
peroxido e superdxido de hidrogénio (O’MALLEY et al., 2003; BAHARI et al., 2017).

A sintese de piocianina é mediada pelo fendmeno de Quorum-sensing, processo
dependente da densidade celular, regulado pela secrecdo e assimilacdo de moléculas
denominadas de autoindutores. Cerca de 90-95% das linhagens de P. aeruginosa sintetizam a
piocianina (MAVRODI et al., 2001). A constituicdo da molécula é derivada da via do &cido

chiquimico, o precursor, como observado na Figura 1.

Figura 1 — Rota sintética de producdo de piocianina

COOH COOH COOH OH
pth thS
CH —
+
0 COOH S-adenosil- I ld enosil-L- NADH NAD*

OH \ o fernsingd metionina homou teina + HZO H;
e Acido fenazino-1-
Acido Cotlsiiiico cirboxilics Acido 5- lelIlm 1zina-1- Piocianina

carboxilico betaina

Adaptado de Mavrodi et al. (2001)

Dois operons codificam sete genes no controle da conversédo do acido corismico em
acido fenazino-1-carboxilico. A partir disso, ocorre a regulacdo dos genes phzM e phzS para
as duas reacGes que culminam na sintese de piocianina. A principio, existe a formacéo do
acido 5-metilfenazina-1-carboxilico betaina, o qual sofrera catalisacdo pela metiltransferase
fenazina-especifica (PhzM), enzima classificada como S-adenosilmetionina transferase metil-
dependente. Em seguida, esse produto inicial sofre catalisacdo pela mono-oxigenase flavina
dependente (PhzS), o que envolve a hidroxilacdo da betaina do acido 5-metilfenazina-1-
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carboxilico betaina em 1-hidroxi-5-metil fenazina, denominada piocianina, uma fenazina
natural (MAVRODI et al., 2001; JAYASEELAN; RAMASWAMY; DHARMARAJ, 2014).

As pesquisas que envolvem a piocianina tratam um enfoque no ambito das ciéncias
médicas, por exemplo, como uma estratégia de resposta da P. aeruginosa as pressdes
ambientais (BAHARI et al., 2017), nos mecanismos de multirresisténcia (KERR;
SNELLING, 2009), atividade antimicrobiana (MARTINS et al., 2014), sinalizacdo celular
(DIETRICH et al., 2006) e alteragdes imunoldgicas ou respostas inflamatorias (SALES-
NETO, 2019).

Entretanto, a abrangéncia da aplicacdo do pigmento pode ser investigada também no
contexto da produgdo de moléculas tensoativas (DAS; MA, 2013), biorremediacdo (VIANA,
2018), nas interacOes ecologicas de Pseudomonas aeruginosa com outros organismos (KEER,
1999) e na geracdo de bioeletricidade (BOSIRE; ROSENBAUM, 2017).

Baseado na capacidade metabdlica da P. aeruginosa, além da facil manipulagdo e
cultivo em laboratério, a producdo laboratorial de piocianina pode ser aumentada quando se
utiliza residuos de processamento como fontes suplementares de carbono e nitrogénio ao meio
convencional de producéo, havendo, dessa forma, beneficios como a minimizacao de custos e
aumento da produtividade.

Cabe ressaltar que o Brasil nos ultimos anos vem desempenhando um papel
importante dentre os maiores produtores mundiais de cerveja (MARCUSSO e MILLER,
2018). A geracdo de residuo nas cervejarias € alta, representando cerca de 200 g de bagaco de
malte por litro de cerveja produzido (MUSSATTO e ROBERTO, 2006). Este bagaco pode ser
empregado na producdo de biomoléculas de valor agregado (SOCCOL e VANDENBERGHE,
2003), dessa forma, poderia ser empregado na producgéo de piocianina.

2.2 PSEUDOMONAS AERUGINOSA

P. aeruginosa € um bacilo Gram-negativo aerobio, monotriquio e ndo fermentador,
medindo 0,5 x 1,5 um, considerado ubiquo pode ser encontrado em diversos ambientes,
preferencialmente dgua doce e solo (VIANA et al., 2017). Quando em cultivo em laboratério,
as colbnias sdo pequenas, mucosas, com pigmento difusivel e aroma frutal de uva
caracteristico, o qual é derivado da producdo de 2-aminoacetofenona, também encontrado na
uva (SCOTT-THOMAZ, 2010).

A bactéria € membro do grupo das Pseudomonas fluorescentes, isto é, espécies
produtoras de pigmentos com esta propriedade. Além disso, a bactéria exibe grande
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versatilidade metabdlica, atribuindo a ela qualidades de resisténcia as pressées ambientais,
além de superioridade frente outros organismos, estando ou ndo em competi¢do por espaco
vital e nutriente (PIRNAY et al., 2005; MAIA et al., 2009; VASCONCELOS; DE FRANCA;
OLIVEIRA, 2011; HAIDAR et al, 2017).

Durante sua adaptacdo aos ambientes desfavoraveis, a bactéria utiliza mais de 90
moléculas como fonte de carbono e energia, o que confere vantagens seletivas a P.
aeruginosa confirmando sua reputacdo de resiliente (SCOTT-THOMAZ, 2010). Neste
contexto, a P. aeruginosa pode ser utilizada para diferentes fins biotecnoldgicos, a exemplo,
producdo de metabdlitos atoxicos ou menos tdxicos ao ambiente, possibilitando sua utilizacéo
na descontaminacgdo de areas impactada por diferentes xenobioticos, tais como petroderivados
(AISLABIE, 2006), herbicidas (LEONEL, 2018), assim como na produgdo industrial de
biossurfactantes, neste caso, da classe dos ramnolipidios (CORREA et al, 2015).

P. aeruginosa sintetiza pelo menos cinco diferentes pigmentos: pioverdina e a
fluoresceina, pigmentos fluorescentes e com funcdo de sideréforos (DAS; MA, 2013;
LEISINGER; MARGRAFF, 1979); Piorrubina A e B, sintetizadas contra estresses oxidativos
(ABU et al., 2013); Piomelanina, ainda com funcdo desconhecida, porém acredita-se que
desempenhe o mesmo papel da piorrubina (FERGUSON et al., 2007); E piocianina, de cor
azul ou azul-esverdeada, fluorescente, cujo mecanismo parece envolver participacdo na
reducdo do fon Fe**, visto que o metal é um fator de crescimento crucial para a bactéria
(JAYASEELAN; RAMASWAMY; DHARMARAJ, 2014).

2.3 MICRO-ORGANISMOS E INTERACOES

Populagdes bacterianas interagem entre si, através de oito tipos de relacGes ecoldgicas,
as quais podem ser positivas (comensalismo, protocooperagdo e mutualismo), negativas
(inibicdo mutua por competicdo, competicdo pela utilizacdo de recursos, amensalismo e
parasitismo) ou neutras (ndo ha influéncia entre as populagdes) (ODUM, 2004).

Os micro-organismos formam comunidades complexas multicelulares, que
respondem sistematicamente a sinais advindos do ambiente em que estdo inseridas, essas
comunidades podem ser formadas por bactérias da mesma espécie ou espécies distintas.
Quando espécies distintas coexistem no mesmo ambiente, estdo sob competicdo em
comunidades mistas na forma de biofilmes. Geralmente, a relacdo de antagonismo &

representada pela antibiose, originada pela competicdo por nutrientes, interacdes diretas entre
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competidores ou indugdo a resisténcia (BENNING et al., 2003; LOPES et al., 2011,
MOLINA-SANTIAGO et al., 2017).

A competicdo microbiana € determinada pela obtencdo de vantagem frente ao
adversario e no repasse genético para as proximas geracOes, as quais sao influenciadas pela
selecdo natural para diversificagdo e inovagdo entre 0s organismos concorrentes. As relagoes
ecoldgicas sdo bem delineadas nesse microambiente, cada célula alcanca a manutengdo no
meio através de dois pontos focais de concorréncia: espaco vital e nutrientes (HIBBING et al,
2010).

A teoria da competicdo por recursos (RCT) foi testada em culturas de laboratorio
sobre comunidades microbianas, identificando-se que sob certas concentragdes de nutrientes,
é instalada uma estabilidade da concentracdo celular entre as espécies coexistentes. Por outro
lado, sob condicGes de limitacdo nutricional, ocorre o comprometimento de uma das
populacdes (MURRAY; BAIRD, 2008).

A coexisténcia de espécies bacterianas conduz a formacao de estruturas multicelulares
estabilizadas, as quais coletivamente respondem a estimulos do ambiente em que habitam
dentro das condicdes especificas de pH, temperatura, concentracdo-limitante nutricional
(DOHI; MOUGI, 2018).

Apo6s uma longa fase estacionédria a competicdo pelo espaco e por nutrientes é
reestruturada nas populacdes mistas. Em seguida, um determinado micro-organismo exibe
substancias de diferentes naturezas, a fim de inibir o crescimento de um segundo. Essas
substancias podem ser por exemplo, enzimas, &cidos organicos ou pigmentos, tais como a
piocianina (VASCONCELOS et al, 2010; ARRUDA et al, 2019).

P. aeruginosa € conhecida por sua versatilidade metabdlica (COSTERTON;
WILSON, 2004; DE ARAUJO KRONEMBERGER, 2007; PEREIRA, 2012; EL-FOULY et
al., 2015), o que atribui vantagem quando interage com outras bactérias patogenas, por
exemplo, Escherichia coli e Staphylococcus aureus (SALLES; GOULART, 1997; MOURA
et al, 2007). Dessa forma, o conhecimento das interacdes ecoldgicas e da individualidade
desses micro-organismos, permite investigar mecanismos de inibicdo, coexisténcia,
competicdo e levar ao entendimento das relagdes desses com questdes ambientais e de salde.

E. coli é um bacilo Gram-negativo, ndo esporulado, anaerobio facultativo capaz de
fermentar glicose e a lactose com producéo de acidos e gases, possui medi¢des entre 1,1-1,5
pum por 2,0-6,0 um, apresenta motilidade pela presenca de flagelos peritriquios. Pertencente

ao grupo dos coliformes é considerada o Unico coliforme fecal verdadeiro por ser recorrente
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no trato intestinal de animais de sangue quente (THAKUR, 2007; BARBOSA et al., 2009;
APHA, 2012; SHARMA et al., 2016).

S. aureus € uma bactéria Gram-positiva facultativa, com um diametro de 0,5a 1,5 um,
e arranjada em formato de cocos agrupados como cachos de uvas. Além disso, sdo imoveis e
ndo esporulam. A maioria dos estafilococos produzem catalase, enzima relacionada com a
conversdo de peroxido de hidrogénio em &gua e oxigénio livre (KLOSS; SCHLEIR;
GOIRTZ, 1992; KURODA et al., 2001). Em complemento, componentes de sua parede, isto
é, a parte hidrofobica do &cido lipoproteico e o peptidoglicano, participam da aderéncia da
bactéria a diferentes superficies (PATTI et al., 1994; ROCHE; MASSEY; PEACOCK, 2003).

2.4 BIOFILMES BACTERIANOS

Considerado a forma de vida preferencial microbiana, os biofilmes sdo comunidades
bioldgicas com elevado grau de organizacdo morfofuncional (DAVEY; O'TOOLE, 2000). Os
biofilmes sdo compostos por grupos de micro-organismos associados as superficies bidticas e
abidticas (SATPATHY, 2016). Nesse arranjo é possibilitada a sobrevivéncia em ambientes
tanto com baixos teores de matéria organica dissolvida, quanto sob alta concentracdo de
nutrientes, revelando-se uma estratégia de resisténcia microbiana (HUYNH et al., 2012;
ARRUDA, 2013).

A formacdo e desenvolvimento em biofilme garante também um aumento da
resisténcia a agentes antimicrobianos, tais como, medicamentos, metais pesados e
degermantes, quando comparada com bactérias de crescimento plancténico (NICKEL et al,
1985; COSTA et al., 2014; HOIBY, 2017).

A sistematizagdo dindmica do biofilme funciona com diferentes mecanismos
envolvidos na sua estruturacdo. O tamanho de um biofilme estd limitado ao ambiente que é
estabelecido e a sua distribuicdo espacial é constituida sob forma de pilares de morfologia
semelhante a um cogumelo, unidos por canais. Essa conducao garante a estabilidade por meio
da troca de nutrientes, metabolitos e oxigénio, por meio de um sistema sofisticado de
sinalizagdo celular (COSTERTON; GEESEY; CHENG, 1978; MONDS; O’TOLLE, 2009;
HUYNH et al., 2012).

O ciclo de um biofilme é composto por quatro etapas, a saber: 1 — adesdo, quando as
células pioneiras se aderem a superficie, podendo ser reversivel ou irreversivel, em funcédo da

disponibilidade de nutrientes; 2 — colonizagdo, em que ha o aumento populacional em fungéo
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da densidade de espaco vital e nutriente, com producdo de exopolissacarideos (EPS); 3 —
maturacdo, mediada por um complexo sistema de comunicacao celular com expressao de EPS
e supressao da flagelina; e 4 — desprendimento, quando a densidade populacional compromete
a viabilidade e estabilidade do sistema, ocorre o rompimento da camada de EPS por acéo de
liases, com liberacdo de individuos flagelados para nova colonizacdo (DONLAN;
COSTERTON, 2002; STOODLEY et al., 2002; COSTERTON; WILSON, 2004; TRENTIN
et al, 2014), como ilustrado na Figura 2

Figura 2 — Etapas da formacéo de biofilme em Pseudomonas aeruginosa

’ Liberacdo
Biofilme maduro ds
C

Células Agregados ou {1ul
5 e e N células
planctonicas microcolonias - ;
e = Inicio do OS -
- e -
-

Adesao reversivel Adesio irreversivel

QS — Quorum sensing
Fonte: Trentin et al. (2014)

A adesdo na superficie deve ser significativa para o sucesso de crescimento do
biofilme, por isso, é mediada pela producédo e secrecdo de diferentes polimeros na superficie
ou substrato condicionante, ocorrendo inicialmente pela agéo das forcas de Van der Waals,
forcas eletrostaticas e interacdes hidrofébicas em superficies abioticas, enquanto a interagdo
por meio de moléculas especificas, lectina, ligantes ou adesinas, como mecanismos de
receptor-ligante nas superficies bioticas (GIBBONS, 1989; QUIRYNEN; BOLLEN, 1995;
DUNNE, 2002; HALL-STOODLEY; COSTERTON; STOODLEY, 2004).

Na primeira etapa ha uma forca repulsiva, a qual pode apresentar origem eletrostéatica,
mediante a carga negativa do envelope celular e sua interacdo com a superficie, ou de origem
hidrodinamica presente quando a bactéria esta no limiar de contato entre o liquido proximo a
superficie (KAPLAN; KOLTER, 2000; VAN OSS, 2003; TOOLE; BERNE et al., 2015).



21

Quando a adesdo é do tipo irreversivel, ha esforcos para aumentar a adesdo inicial
com a expressao de adesinas na membrana celular, as quais se ligardo a sitios complementares
especificos sobre a superficie. Algumas bactérias podem sintetizar glicanos, 0s quais
possibilitam adesdo mais forte, favorecendo a colonizagdo de outros micro-organismos que
ndo tém habilidade de ligacdo direta as superficies (CURTISS, 1986; NASSAR et al., 1995;
BUSSCHER; VAN DER MEI, 1997; TRENTIN et al., 2014).

2.5 PRODUCAO E CARACTERIZACAO DE PIGMENTOS

Os pigmentos naturais sdo metabdlitos secundarios de baixa massa molecular,
sintetizados por eucariotos e procariotos. Estas moléculas sdo de varias naturezas quimicas,
produzidas para garantir o crescimento do organismo especifico que as produz (BERDY,
2005; CHADNI, 2017; DOHI, 2018), bem como atribuem ao organismo produtor, funcGes
diversificadas, tais como antibiose, fotossintese, protecdo da célula contra radiacdo
ultravioleta e a absorcdo de ferro, dentre outros (MOELLER et al., 2005; NOWICKA,
KRUK, 2016; MORADALI; GHODS; REHM, 2017; VIANA et al., 2017).

Algumas espécies produtoras de pigmento, seja fungos, a exemplo de Monascus sp.
e Penicillium sp., seja bactérias, tais como S. aureus e P. aeruginosa sdo de facil cultivo
laboratorial, basta que durante o sistema de formacdo do pigmento, além de fornecer as
condicdes 6timas para induzir a via metabdlica ideal de producdo, outras estratégias podem
ser utilizadas para aumentar a produtividade do micro-organismo (MAVRODI, 2001,
MAPARI et al., 2005).

Durante o processo produtivo visando a obtencdo do pigmento com certo grau de
pureza, sua caracterizacdao é essencial. Para isto, diversas operacdes podem ser conduzidas
empregando diferentes métodos, tais como cromatografia e espectrofotometria, Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN), dentre outras (SCHWEDER; LINDEQUIST; LALK, 2005;
TEIXEIRA et al., 2011).

O protocolo deliberado pela espectrometria de massas na identificacdo de compostos
naturais de origem microbiana é uma estratégia inteligente na selecdo de moléculas
promissoras, as quais sao identificadas e comparadas com padrdes ja relatados na literatura, a
fim de emprega-las em estudos de amplo espectro (ELOY et al., 2012).

A primeira etapa durante a identificacdo € a separacdo/extracdo do composto do meio
o qual esta difundido, posteriormente, a analise das propriedades fisico-quimicas pelos

métodos quimicos ja citados, permitem a caracterizacdo especifica de uma substancia dentro
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de uma mistura complexa, ainda que com a presenca de outros metabolitos e/ou sujidades
(SCHWEDER et al., 2005).

Ha uma crescente utilizacdo de técnicas analiticas no estabelecimento de perfil de
metabolitos, e a espectrometria de massas é conhecida pela sua agilidade e efetividade no
esboco do aspecto molecular do metabolito de interesse, proveniente de micro-organismos
(MAPARI et al., 2005).

O resultado do espectro de massas representa um perfil de compostos na amostra, que
estdo separados pela massa molecular protonada, podendo ser tratado como um perfil de
massas contido no extrato utilizado. Entretanto, esses resultados sdo apenas indicativos na
avaliacdo da producdo do metabolito de interesse. A identificacdo completa requer outros
conhecimentos associados e outras técnicas analiticas empregadas, além da comparacdo com
banco de dados no auxilio da caracterizacdo de estruturas conhecidas (SMEDSGAARD e
FRISVAD, 1996; SMEDSGAARD; FRISVAD, 1997; SCHWEDER et al., 2005; SUMNER
etal., 2007).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

e Produzir piocianina, empregando residuo de malte de cevada e testar a atividade
bioldgica dessa substancia frente a linhagens clinicas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Extrair e quantificar a piocianina produzida;

e Caracterizar molecularmente a piocianina produzida;

e Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima do pigmento sobre linhagens padréo:
Escherichia coli UFPEDAZ224, Staphylococcus aureus UFPEDAO2 e Candida
Tropicalis 13803;

e Avaliar a adesdo e formacdo de biofilme das linhagens padrdo na presenga de
piocianina;

e Realizar o teste de hidrofobicidade sobre linhagens padréo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 LOCAL DE PESQUISA

As analises foram realizadas no Laboratorio de Microbiologia Ambiental (LAMA) do
Centro de Biotecnologia da UFPB.

4.2 MICRO-ORGANISMOS

Foram avaliados quatro isolados selvagens de P. aeruginosa, denominados produtores
de piocianina (PYO"): TGC02 e TGCO04 e ndo produtoras do pigmento (PYO'): TGCO3 e
RX10. Os isolados séo cadastrados no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e
do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob numero A6D0OC2F. Estes isolados
foram obtidos de solos de postos de gasolina na cidade de Jodo Pessoa, Paraiba
(CAVALCANTI et al., 2019).

As linhagens padrdo empregadas no estudo foram Escherichia coli UFPEDA 224,
Staphylococcus aureus UFPEDA 02 e Candida tropicalis 13803. Todos 0s micro-organismos
utilizados foram submetidos a repiques bimestrais e mantidos sob refrigeracdo a 4°C e fazem

parte da colecdo de culturas do LAMA.

4.3 PRODUCAO DE PIOCIANINA

A produgéo de piocianina foi estimulada pela inoculagdo dos isolados PYO™ em caldo
King A (KING; WARD e RANEY, 1954), modificado, cuja composicao, corresponde em
g/L: peptona de carne (20,0), MgCl, (1,64), K,SO, (10,0), 10 mL/L de glicerol. Na
potencializag@o desse sistema, houve a suplementagdo com concentragdes de 0,125; 0,25; 0,5;
1 e 2% (m/v) de residuo de malte de cevada, obtido apos a etapa de mosturacdo da producéo
de cerveja, cuja determinacdo do nitrogénio total, 1,45 mg/Kg, foi realizada pela Empresa
Junior Engaja, pelo método Kjeldahl (USEPA, 1993). (Sistemas observados na Figura 3).
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Figura 3 — Sistemas de incubag&o acrescidos de residuo de malte de cevada (m/v)

Fonte: autoria propria

As linhagens PYO" e PYO™ foram inicialmente cultivadas por 48 horas a 30°C em agar
nutriente em tubo inclinado. Em seguida, suspensdes bacterianas foram preparadas em
solucdo de Nacl 0,9% e padronizadas com a turbidez n°1 pela escala de MacFarland.
Posteriormente, o volume de 5 mL foi transferido para frascos Erlenmeyer com capacidade de
250 mL, contendo 100 mL do caldo King A suplementado com as diferentes concentracfes
do residuo (0,125 — 2%). Os frascos foram incubados sob agitacdo de 150 rpm a 29+1°C por
96 horas (Nova Instruments NI 1713), garantindo que os isolados ja estivessem na fase
estacionaria e maior quantidade de pigmento estivesse dissolvida no meio (HASSANI et al.,
2012; EL-FOULY et al., 2015).

4.4 EXTRACAO E QUANTIFICACAO DA CONCENTRACAO DE PIOCIANINA

O método descrito por Hassani et al. (2012) com modificacdes, foi utilizado para
estimar a concentragdo do pigmento. Inicialmente, apdés a incubacdo dos sistemas nas
condic@es descritas no item 4.3, adicionou-se 10 mL de cloroférmio a 50 mL de uma aliquota
do mosto formado. Logo apds, o tubo foi agitado em vortex (Warmnest VX-28) durante 1
minuto. Posteriormente, separou-se a fase referente ao cloroférmio + piocianina (de coloracdo
azul) e adicionou-se a mistura 5 mL de HCI [0,2 mol/L], agitando-se novamente por 1 minuto
em vortex. Apos repouso, a fase acidificada (coloragdo rosa) foi neutralizada com solucéo-
tampdo Tris-Base [0,1 mol/L] até a coloracdo retornar a cor azul. Novamente, adicionou-se 5
mL de cloroférmio e agitou-se em vértex para remocdo da fase azul e a essa fase, foram
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adicionados 3 mL de HCI [0,1 mol/L] e ap6s nova agitacdo em vortex, recuperou-se a fase
rosa, repetindo a neutralizagdo com tampéo Tris-Base [0,1 mol/L] por mais 3 vezes, a fim de
alcancar a purificacdo da substancia e garantir que ndo houvesse biomassa envolvida (Figura
4).

Para determinacdo da concentragdo de piocianina ([PYQ]), em pg/mL, 10 puL da fase
azul (neutralizada) foram diluidas em 990 pL de &gua destilada, totalizando 1 mL e a
absorbancia da solucéo obtida, determinada a 690 nm (Quimis U2M), cujo resultado (ABS),

foi inserido numa equacéo, obtida por meio da preparacdo de uma curva padrdo, Equacéo 1.

|ABS|-5,888X10"% Eq.1
[PYO] = 14,03

Figura 4 — Etapas de extracdo da piocianina: extracdo em cloroférmio (a), adicdo de HCI a

fase orgénica (b) e adigcdo de Tris-Base a fase acida (c).
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4.5 CARACTERIZACAO MOLECULAR DO PIGMENTO

Aproximadamente 1 mg de piocianina solubilizada em cloroférmio foi concentrada em
rotaevaporador (Buchi Rotavapor®, R-3) para depuracdo do solvente e em seguida
solubilizada novamente numa solucdo &gua destilada-metanol grau HPLC (1:1) cuja
concentracdo final foi de 250 ng/ml. Em seguida, a amostra foi encaminhada ao Laboratério
Multiusuério de caracterizacdo e analises (LMCA-UFPB) para caracterizacdo quimica da
amostra por espectrometria de massas.

A caracterizacdo foi realizada com o equipamento de espectrometria de massas de
baixa resolucao (Bruker, lon Trap-amaZonX), por meio de infusdo direta da amostra e uso da
técnica de lonizacdo por Eletrospray (ESI). Os parametros de analise do lon-Trap foram:
capilar 7 kV, bloqueio de saida -200 V, saida 140 V, ESI no modo negativo e positivo, offset
da placa final -500 V, nebulizador 8 psi, gas seco (N2) com fluxo de 5.0 L/min e temperatura
de 220°C. A fragmentacdo de CID foi alcancada no modo auto MS/MS utilizando o modo de
resolucdo avancada para 0 modo MS e MS/MS. Os espectros (m/z 50-1000) foram registados

a cada 2 segundos.

4.6 DETERMINAGCAO DA CONCENTRAGCAO INIBITORIA MINIMA (CIM)

O meio de producdo da piocianina foi filtrado, obtendo-se 600 pg/mL de piocianina,
concentracdo conhecida e utilizada como a solucdo-padrdo. A CIM da piocianina sobre as
linhagens microbianas foi determinada pela técnica da microdiluicdo (HADACEK; GREGER,
2000). Todos os pogos foram preenchidos com 150 pL de caldo nutriente (linhagens
bacterianas) ¢ 150 ul de caldo Sabourand (linhagem flingica), duplamente concentrado. Em
seguida, ao primeiro pogo foram adicionados 150 pL da solugdo com a maior concentragdo de
piocianina (300 pug/mL), prosseguindo aos demais pocos por meio de dilui¢des seriadas (1:2).
Por fim, foram adicionados 20 pL da suspensdo de cada linhagem teste, de cultivo recente,
com turbidez padronizada pelo tubo n° 1 da escala de MacFarland (3x10® UFC/mL). Pogos
controles foram preenchidos para verificagdo da esterilidade e da viabilidade das linhagens ao
meio, indicada pela alteracdo da turbidez. Os sistemas foram incubados por 24h-48h a 30°C.
Foram testadas as concentragdes na faixa entre 300 e 18,75 pg/mL de piocianina.

A CIM foi definida como a menor concentracdo de piocianina que inibiu o
crescimento microbiano, verificado pela inspecgéo visual de turbidez, comparado ao controle.

No poco em que foi observada a CIM, uma aliquota de 40 pL foi utilizada para quantificagdo
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celular pela técnica dos tubos multiplos, expresso pelo Numero-Mais-Provavel (NMP). O
volume foi diluido em 360 pL de solucdo de NaCl 0,85% e aliquotas foram transferidas para
uma série de 9 pocos contendo 100 pL de caldo nutriente em concentracdo dupla (para as
aliquotas de 100 pL) e simples (para as aliquotas de 10 e 1 pL). A formacéo de turbidez foi
considerada o resultado positivo do teste. O nimero de pogos positivos por série de aliquotas
adicionadas foi contado e comparado a tabela de Hoskings (APHA; AWWA; WEF, 2012).

A atividade da piocianina sobre as linhagens testadas foi interpretada como alta
(50>CIM<500), moderada (500>CIM<1500) ou fraca (CIM>1500 pg/mL) (SARTORATTO
et al., 2004). O teste foi realizado em duplicata.

4.7 ANALISE DE FORMAC}AO DE BIOFILMES EM CRISTAL VIOLETA

Com adaptacdes a metodologia descrita por Balasubramanian et al. (2012) e Khare e
Arora (2011), o ensaio foi realizado pela técnica do cristal violeta. Em tubos de
microdilui¢do, contendo 1000 pL. de caldo nutriente (linhagens bacterianas) ou caldo
Sabouraud-dextrose 2% (linhagem fungica). Foram adicionados 10 pL da suspensdo das
culturas-teste, preparadas como descrito no item 4.3, e 5 ulL da solu¢do de piocianina, na
concentracdo de 37,5 pg/mL. O sistema foi estaticamente incubado por 48h a 30°C.

Foram retiradas aliquotas do sobrenadante do controle e do teste, em seguida, realizou-
se a leitura (A=590 nm) e seus valores descontados da absorbancia do caldo estéril contendo o
pigmento, que objetivou remover qualquer interferéncia de meio liquido/meio liquido
suplementado com piocianina. A cada intervalo de 24h, o volume dos tubos foi descartado e
as paredes lavadas de 3-5 vezes com agua de torneira, com intuito de remover qualquer
crescimento plancténico depositado, reservando-se posteriormente os tubos para secagem por
1h.

Posteriormente, foram transferidos cerca de 1500 pL de solucdo de cristal violeta 1% e
apos 20 min, o corante foi descartado e seu excesso nas paredes, removido com agua de
torneira. Uma vez seco, os tubos receberam 1500 uL de etanol absoluto e apds um repouso
por 30 minutos, a solucdo de cristal violeta-etanol foi lida em espectrofotdometro a 590 nm. O
controle do teste foi realizado com as linhagens desenvolvidas em meio sem adi¢cdo da

piocianina. O ensaio foi realizado em duplicata.
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4.8 ENSAIO DA FORMACAO DO BIOFILME EM CUPOM

Empregando a técnica construida por Almshawit, Macreadie e Grando (2014), com
intuito de verificar a perturbacdo da piocianina sobre a adesdo e formacao de biofilme das
linhagens padrdo E. coli UFPEDA 224 e S. aureus UFPEDA 02 em dois cupons com area
minima de 1 cm? o primeiro, de dolomita (Legato, Rio de Janeiro, Brasil) e 0 segundo de
vidro (Sincenet, Joiville, Santa Catarina). As pecas foram deixadas em repouso, no fundo de
um recipiente de polipropileno transparente com capacidade de 70 mL, contendo 10 mL de
agua de torneira filtrada em ceramica, esterilizada (Stéfani, Jaboticabal, S&o Paulo), acrescido
de 0,5 g/L de extrato de levedura, denominada por MWY). Em seguida, 1 mL de suspensao
de cada micro-organismo teste, com turbidez padronizada com tubo n°l da escala de
MacFarland, foi transferida para seu respectivo reator, de modo que a populacdo inicial ficou
estabelecida em aproximadamente 108 UFC/mL. Em seguida, o reator foi incubado de forma
estatica a 30°C por 48h (Incubadora B.O.D SL — 200). O controle do teste foi realizado na
mesma condi¢cdo em auséncia da piocianina. (Biorreatores observados na figura 5).

Os sistemas foram incubados por 48h com quantificacdes a cada 24h. Os cupons
foram removidos com auxilio de uma pin¢a, em fluxo laminar vertical, sob condicdes
assépticas e a biomassa, desenvolvida nas superficies voltadas para o meio aquoso, foi
transferida por meio de raspagem para um recipiente contendo 10 mL de solugéo salina de
NaCl 0,85%. Apds homogeneizacdo, uma aliquota de 1 mL foi transferida para um tubo de
ensaio contendo 9 mL de solucdo salina de NaCl 0,85%. Em seguida, aliquotas de 100, 10 e 1
pL foram transferidas para série de 9 pocos, como descrito no item 4.6. Os resultados foram
expressos em NMP/cm? (APHA;AWWA; WEF, 2012).

Figura 5 — Biorreatores. Controle dolomita (A) e teste dolomita (A1), controle vidro (B) e
teste vidro (B1).
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Fonte: autoria prépria

4.9 TESTE DE HIDROFOBICIDADE

A avaliacdo da hidrofobicidade foi realizada pela técnica do MATH (Microbial
Adhesion To Hydrocarbon), com modifica¢cbes as metodologias de Tyfa et al. (2015) e
Azevedo e Cerca (2012). O teste é fundamentado no fato de que as células se aderem ao
hidrocarboneto, reduzindo a densidade dptica na fase aquosa, reflete o potencial de adesédo a
uma superficie.

Inicialmente, preparou-se 5 mL de uma suspensdo de cultivos recentes em tampéo
PBS (pH 7.2) para ambas as linhagens-teste, cuja absorbancia em 600 nm se encontrava entre
0,4 e 0,6 (Absorbancia inicial - Ai). Em seguida, foram transferidos 2,5 mL da suspenséo para
outro tubo e acrescentado 0,5 mL do Xileno (Vetec, Rio de Janeiro). Esse sistema sofreu
agitacdo durante 1 minuto em vortex (Warmnest VX-28). Em dois intervalos de repouso a
25°C, 10 minutos e 1 hora, quando a absorbancia a 600 nm foi lida (Absorbancia final - Af).
O teste foi realizado em triplicata. O céalculo do percentual de hidrofobicidade foi determinado
pela seguinte Equacéo 2:

[1-Ai]

% = X 100 Eq.2
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Os resultados classificaram a hidrofobicidade em forte > 50%, moderada 20-50% e
fraca, se < 20%.

4.10 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados da hidrofobicidade, ensaio de formacdo do biofilme foram expressos

pelo valor da média e seu desvio padréo.

A correlacdo entre a concentragcdo do residuo de malte e a quantidade de piocianina
produzida, comparado aos grupos controle, foi verificada, onde a significancia foi
estabelecida em p<0,05, utilizando o programa IBM®SPSS® Statistics, versao 21.

Os resultados da analise formacdo de biofilme com percentagem de adesdo foram
expressos pelo valor da média e seu desvio padrdo seguido pela analise no Teste T N&o
Pareado, do software Graph Prism versdo 8. Sendo os valores de p: * p<0,05; **p<0,01,;
***n<0,005; ****p<0,0001.
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5 RESULTADOS

5.1 PRODUGAO DE PIOCIANINA

As linhagens PYO™ (TGC02 e TGC04) exibiram a producio do pigmento sob todas as
condicdes testadas (Figura 6). Na auséncia do residuo de malte de cevada, a concentracédo
média obtida foi de 17 pg/mL. A piocianina foi aumentada proporcionalmente a porcentagem
de residuo de malte de cevada adicionado ao meio, sendo a melhor condicdo de producéo
equivalente a maior concentragdo do substrato adicionada, 2% (p/v), conforme sumarizado na
Tabela 1.

Figura 6 — Coloracdo dos sistemas de incubacédo apds producdo de PYO

Fonte: autoria propria

Tabela 1 — Concentragio de piocianina (ug/mL) por percentual de residuo suplementado

Percentagem de residuo de malte de cevada adicionado ao caldo King A

LINHAGENS

TGCO02

17,8+0,1

23,0+0,5

35,3+0,3

32,6+0,2

58,2+0,1

TGCO04 16,9+0,1 21,5+0,3 22,2+0,5 27,1+0,9 58,3+0,1
TGCO3 0,2+0,1 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
RX10 0,240,1 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
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Uma alta correlagéo foi observada entre a producdo de piocianina e a concentracdo do
residuo adicionado ao meio de cultura, em ambos isolados, TGC02 e TGCO04,
respectivamente, 87,6 e 81,8%. Por outro lado, ndo houve estimulo nos isolados PYO :
TGCO03 e RX10.

O isolado TGCO02 produziu aproximadamente entre 18 e 58 pg/mL de piocianina,
representando um aumento de 22,6 para 69,4% em relacdo ao controle em caldo King A, ou
seja, sem suplementacdo com o residuo. Nas concentracdes 0,5 e 1% do residuo, ndo houve
diferenca estatistica nos valores obtidos do pigmento.

Resultados semelhantes foram observados com TGCO04, cujas concentracdes entre
0,25 e 1% de malte de cevada foram utilizadas. O isolado PYO™ produziu entre 17 e 58 pg/ml
de piocianina, representando um aumento entre 21,4 e 71%, quando comparado ao grupo

controle.

5.2 CONCENTRACAO DE PIOCIANINA

Ap6s producdo em condig¢bes controladas, a leitura da absorbancia e o emprego na
equacdo apresentada no tépico 4.4, foi possivel alcancar a concentracdo de 600 pug/ml de
piocianina, a qual se tornou a solucdo-padréo para as etapas seguintes dos testes de atividade
(Figura 7).

Figura 7 — Piocianina concentrada

Fonte: autoria prépria
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Na determinacao da caracteristica molecular da piocianina, o resultado do espectro foi

influenciado pela presenca de ruidos tanto pela sensibilidade do equipamento na identificacéo

da matriz complexa de um extrato natural, quanto as desconformidades na preparacdo da

amostra (utilizacdo de agua destilada ao invés de Mili-q) para leitura no espectro de massas, a

presenca do pico maior em 210,89 m/z sugere a maior predominancia de piocianina na

amostra analisada.

E possivel identificar no espectro fragmentado obtido por ionizacdo negativa, a

presenca da fenazina em fase ionizada (211,8817 m/z), quanto na fase normal (210,8909 m/z),

conforme apresentado na Figura 8.

Figura 8 — Espectro fragmentado da piocianina
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5.4 DETERMINAGAO DA CONCENTRAGCAO INIBITORIA MINIMA (CIM)

O estabelecimento da CIM, no periodo de 48 horas, permite inferir que a piocianina
apresentou atividade contra as linhagens E. coli UFPEDA 224, quanto para S. aureus
UFPEDA 02, mas nédo apresentou atividade contra C. tropicalis 13803, como observado na

Tabela 2.

Tabela 2 — Concentragio Inibitoéria Minima das piocianina (pug/ml) nas linhagens-teste

CONCENTRACAO UFPEDA 02 / UFPEDA 224/ 13803
(Hg/ml) 24 horas 48 horas

300 pg/ml
150 pg/ml

75 pg/mi
37,5 pg/mi
18, 75 pg/mi

A CIM encontrada frente as linhagens bacterianas foi de 18,75 pg/mL para S. aureus
UFPEDA 02, a menor concentracéo testada, enquanto para E. coli UFPEDA 224 foi de 37,5
pg/mL. Resultados corroborados pelo NMP igual a zero nos pogos da CIM para ambas as
linhagens. Essas concentragBes permitiram classificar a atividade do pigmento como alta.

Para a linhagem C. tropicalis 13803, ndo foi observada CIM, de tal forma que se
observou turvacdo em todas as concentracOes testadas. Sendo assim, a linhagem foi

descartada para a etapa seguinte da pesquisa.

5.5 AVALIACAO DA HIDROFOBICIDADE

As linhagens bacterianas apresentaram-se com percentual pronunciado de
hidrofobicidade conforme a classificacdo da metodologia descrita em 4.9. Os percentuais de

hidrofobicidade e sua classificagdo estdo apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3 — Percentual e classificagéo da hidrofobicidade das linhagens-teste

Hidrofobicidade

Linhagem : - .
% de Hidrofobicidade Classificagdo
Escherichia coli 61.9% Fortemente
UFPEDA224 ' hidrofobica
Staphylococcus aureus 27 29% Moderadamente
UFPEDAO2 o7 hidrofébica

Classificacdo da hidrofobicidade de acordo com Tyfa et al. (2015)

5.6 ANALISE DA FORMACAO DE BIOFILMES EM CRISTAL VIOLETA

Baseado no teste da determinacdo da CIM em 48h, a ades&o de S. aureus UFPEDA 02
foi avaliada na presencga da concentracdo 2xCIM (37,5ug/mL) de piocianina. Observou-se
uma densidade 6ptica de 0,379, comparada ao controle (0,222). Isto representou um aumento
cerca de 43% da adesdo, considerada moderada, uma vez que havia células aderentes apds
48h de teste. Isto é sabido em razdo da determinacdo de um teto minimo, calculado pela
densidade dptica do meio de cultura empregado no teste. Se o valor for superior a 3 vezes este
teto (cutoff), considera-se a presenca de células aderentes. Neste ensaio o cutoff do teste foi
0,189.

Por outro lado, para E. coli UFPEDA224 a concentragdo testada correspondia a
concentracdo inibitéria minima (37,5ug/mL) de piocianina. O teste registrou uma densidade
Optica média de 0,111, representando um aumento de aproximadamente 20% da adesdo
comparadas ao controle, 0,134. No entanto, esta adesao foi considerada fraca, assim como nao
havia células com propriedades aderentes em 48h de teste.

Nessa metodologia, sugere-se que a piocianina influenciou no aumento da adeséo das

células as paredes dos tubos de microdiluigdo, o resultado esta apresentado na Figura 9.

Figura 9 — Percentagem de adesdo para as linhagens controle/teste
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5.7 ENSAIO DE FORMACAO DO BIOFILME NOS CUPONS

Ambas as linhagens E. coli UFPEDA 224 e S. aureus UFPEDA 02 se aderiram as
superficies testadas, especialmente na dolomita. As concentracfes ficaram estabelecidas em
aproximadamente 10° NMP/cm2, ndo se diferenciando do que foi obtido no controle (Tabela

4).

Tabela 4 — Quantificacéo das linhagens aderidas aos cupons (10° NMP/cm?)

S. aureus UFPEDAO2 E. coli UFPEDA224

LINHAGENS

SUPERFICIE
PO Controle PYO

Controle (37,5 pg/mL) (37,5 pg/ml)

VIDRO

DOLOMITA

PYO - piocianina
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6 DISCUSSAO

A produgdo de piocianina em meios tradicionais empregados na rotina de um
laboratério de microbiologia fundamenta-se no estado energéetico da P. aeruginosa, que é
reduzido em condicdes de baixa concentracdo de nutrientes, resultando em uma diminuicéo
na taxa de crescimento populacional e no aumento da concentracdo de pigmentos. A pressdo
ambiental encontrada na escassez nutricional aos fons PO,* e Ca®* forca a linhagem PYOQO"
exibir o pigmento, que se difunde ao meio (WHOOLEY; MCLOUGHLIN, 1982).

Ha quase quatro décadas esta hipotese foi levantada, fundamentando-se nas
observagdes do desenvolvimento de linhagens de P. aeruginosa submetidas a diferentes
pressdes ambientais seletivas. Estudos posteriores corroboraram esta hip6tese ao analisarem,
por exemplo, o comportamento de P. aeruginosa isoladas de lagoas de estabilizagdo
(VASCONCELOS; LIMA; CALAZANS, 2010), hospitais (KERR; SNELLING, 2009) e
solos contaminados por hidrocarbonetos (MITTAL; SINGH, 2009). Ainda que exista
disponibilidade de matéria organica nesses locais, a pressdo seletiva exercida sobre a bactéria,
forca exibir estratégias que possam garantir sua persisténcia (DENG, 2012), sendo a
piocianina um elemento importante na regulacéo dessas respostas (SAMROT et al. 2016).

A produgcdo in vitro de piocianina ocorre a partir de 48h ap6s o inicio do crescimento,
quando condi¢des 6timas de temperatura e agitacao sdo alcancadas, cerca de 29°C e 150 rpm
(AGRAWAL; CHAUHAN, 2016). Além disso, o meio de cultura também influencia nesse
resultado. Ao ser testada em caldo e agar nutriente suplementado com glicose (GSNB),
observou-se a difusdo do pigmento apds 96 h de incubacdo a 37°C (EL-FOULY, 2015).
Geralmente, essa producdo comeca no inicio da fase estacionaria, um evento dependente do
tempo de geracdo das colbnias, sob condi¢cdes controladas, tendem a ter um periodo de
formacdo que varia de 3 a 6 horas (TAMAGNINI; GONZALES, 1997), o que justifica a
aparéncia da cor azul entre 48 e 72 horas ap0s o inicio da incubacéo.

Dados sobre a producgéo e quantificacdo de piocianina obtidos de P. aeruginosa sao
raros. A maioria deles estima a concentracdo de pigmento no contexto de determinado
bioprocesso com resultados variando entre 9 e 42 pg/mL (BARAKAT et al., 2014; EL-
FOULY, 2015). A literatura relata que em um ambiente aquoso sob condigdes especificas de
incubacéo, que incluem o uso do meio King A original ou com formulacdo modificada, a
piocianina é sintetizada durante o final da fase logaritmica e o inicio da fase estacionaria,

podendo atingir até 80 pg/mL. Vale ressaltar que a fonte primaria de carbono e nitrogénio séo
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fatores fundamentais (EL-SHOUNY; AL-BAIDANI; HAMZA, 2011; HASSANI et al.,
2014), embora a presenca de glicerol seja uma condicdo essencial (HAYS et al., 1945).

Agrawal e Chauan (2016) obtiveram aproximadamente 26 ug/mL de piocianina, apos
72 h de incubacdo. Essa concentracao foi alcancada quando a principal fonte de nitrogénio era
a peptona (13 g/L), em pH neutro a 30°C. Outras fontes do elemento, como ureia, nitrato de
potdssio e nitrato de sbdio, promoveram rendimentos mais baixos de piocianina,
respectivamente, de 17, 15 ¢ 11 ug/mL, nas mesmas condic¢des de incubagéo. Por outro lado,
Gharieb et al. (2013) relataram a produgdo de aproximadamente 65 pg/mL de piocianina em
120 horas em um meio contendo 1% de peptona. A maior producdo, representando um
aumento de 55% na concentracdo do pigmento, ocorreu entre 72 e 120 horas de incubacéo.
Neste contexto, pode-se inferir que as linhagens TGC02 e TGC04 poderiam produzir mais
piocianina se o tempo de incubagéo for aumentado.

Comparado com os valores de piocianina alcangados por outras linhagens de P.
aeruginosa cultivadas em meio contendo peptona a 1% (DAS; DAS, 2015; AGRAWAL,
CHAUHAN, 2016), os resultados obtidos com TGC02 e TGC04 foram mais promissores,
pois na presenca do malte de cevada, 0,5 e 1%, respectivamente, ambas as linhagens exibiram
maiores concentracdes de pigmento.

A diferenca foi ainda mais significativa quando o dobro da concentragdo de substrato
ndo convencional foi aplicado. Comparado ao estudo de Devenath et al. (2017), descobriu-se
gue mesmo usando a menor concentracdo do malte de cevada, alcangou-se mais que o dobro
da quantidade de piocianina obtida pelos autores que foi de 9,45 pg/mL. Contudo, o substrato
ndo favoreceu ou estimulou a sintese de piocianina pelos isolados TGC03 e RX10, podendo
servir como indicativo de que estes isolados ndo apresentam 0s genes responsaveis pela a
conversdo das fenazinas intermediarias em piocianina (DIETRICH et al., 2006; HUANG et
al., 2009).

Em contrapartida, os isolados TGC02 e TGC04 em um estudo anterior produziram,
respectivamente, 38 e 17% mais piocianina no caldo King A (VIANA et al., 2018). Vale
esclarecer que a quantidade de piocianina pode ser variavel para uma mesma linhagem ou
isolado, submetida as mesmas condigdes de incubacdo, em diferentes ocasifes. 1sso
possivelmente relaciona-se aos possiveis estresses a que as bactérias sdo expostas quando
mantidas em laboratorio.

A suplementacdo do meio com residuo de cervejaria artesanal serviu como incremento
da producdo de piocianina, revelando que residuos geralmente destinados ao descarte ou

queima podem ser reaproveitados, trazendo impactos positivos, como a reducdo de custos,



40

bem como na ressignificacdo de residuos da industria cervejeira artesanal. O processamento
de alguns grdos e cereais nestes estabelecimentos gera certa quantidade de residuo, podendo
gerar impactos ambientais em funcdo do seu descarte. Este trabalho permite dar uma
aplicabilidade a este coproduto no papel de fonte de carbono, como ja foi descrito em outros
trabalhos, visado a obtencéo de pigmentos microbianos (BRAND, 2000; DIAS, 2016).

Na caracterizacdo molecular da piocianina produzida neste estudo, hd um intenso ion
molecular em 210 m/z . Ainda que o espectro tenha sofrido influéncia de ruidos provenientes
de impurezas, refletiu um valor de Massa Molecular (MM) de 210,89 m/z, semelhante ao da
piocianina, 210,23 m/z (KARPAGAM et al., 2013), indicativo de obtengdo do pigmento com
um grau de pureza importante, nas condi¢des aplicadas neste estudo.

A piocianina é classificada como acido fraco de pKa = 4,6 e o fato da ionizacdo
negativa decorrente da metodologia confirmar sua presenca apenas nessa faixa de ionizacdo,
conforme observado por Hall et al. (2016). Essas analises permitiram certificar a prevaléncia
do pigmento como o composto majoritario ap6s os processos de extracdo, purificacdo e
quantificacéo.

Nos ensaios in vitro, a piocianina apresentou atividade alta frente S. aureus UFPEDA
02 e E. coli UFPEDA 224, corroborando com o que a literatura indica desde os primeiros
estudos de acdo antibidtica de compostos microbianos (WAKSMAN; WOODRUFF, 1940). A
piocianina ¢ um metabolito eletroquimicamente ativo, envolvido em uma variedade de
atividades bioldgicas, tais como sinalizacdo celular, expressdo génica, adaptacao e respiracao
de células bacterianas, formacdo de biofilme, no seu notavel reconhecimento como agente
antibacteriano e antifangico (JAYASEELAN; RAMASWAMY; DHARMARAJ, 2013;
BAHARI et al., 2017; ABISADO et al., 2019).

A atividade sobre S. aureus UFPEDA 02, pode ser explicada pelos achados de VVoggu
et al. (2006). Os autores relataram que a inibicdo do crescimento de S. aureus por P.
aeruginosa, ocorreu pelo bloqueio da cadeia respiratoria da primeira. Entretanto, durante a
inibicdo, outras substancias além de fenazinas podem estar envolvidas no evento (MACHAN
etal., 1991).

A acdo da piocianina foi mais bem observada frente E. coli UFPEDA 224. A acdo
sobre a bactéeria exposta a piocianina ocorre por conta da deplecdo do suprimento de oxigénio
para as celulas, seguida da geracdo de peroxidos e o desvio do fluxo de elétrons, resultando
um efeito citotoxico significativo (HASSAN; FRIDORICH, 1980; ANDRADE et al., 2016).
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Ressalta-se que a linhagem leveduriforme ndo apresentou susceptibilidade. Embora a
literatura reporte a propriedade biocida da piocianina contra Candida spp, relacionada
também com alteracGes na cadeia transportadora de elétrons em condi¢des in vitro e in vivo
(SUDHAKAR et al., 2013), entretanto os resultados nos testes de atividade da piocianina
poderiam ser explicados pela multirresisténcia da linhagem testada C. tropicalis 13803.

Em complemento, a premissa de que a acdo biocida/bioestatica da piocianina é
concentracdo-dependente foi cunhada no inicio dos anos 1980 (BARON et al., 1981). Dessa
forma supde-se que sob concentracBes superiores as utilizadas neste estudo, o resultado
poderia ter sido diferente. Vale salientar que Pal e Revathi (1998), descobriram que a a¢do do
pigmento é varidvel de acordo com a espécie e algumas, dentre elas C. tropicalis foram
resistentes a diferentes metabdlitos produzidos por Pseudomonas sp.

Nos testes de adesdo celular, houve desenvolvimento do biofilme por ambas as
bactérias testadas. Sabe-se que a adesdo das células a uma superficie é perturbada na presenca
de piocianina (BANNING et al., 2003; LIN et al., 2010). Contudo, para S. aureus UFPEDA
02, a adesdo ocorrida na presenga do pigmento pode ser justificada pelo fato da piocianina
representar um importante fator estressante. Nestes casos, alguns fendtipos de S. aureus sao
selecionados, especialmente células que exibem defeitos na cadeia transportadora de elétrons.
Sendo assim, S. aureus pode coexistir com P. aeruginosa, na presenca do pigmento
(HOFFMAN et al., 2006; NOTO et al., 2017; SAGAR e KAISTHA, 2019).

Além disso, a construcdo do biofilme mostra-se essencial para a persisténcia uma vez
que a concentracdo 2xCIM de piocianina por si s6, ja representa uma significativa pressao
seletiva (COSTA et al., 2014). Segundo Millezi et al. (2012), o processo de adesdo de
S.aureus é rapido, ocorrendo em menos de trés horas especialmente em condicdes favoraveis
de temperatura, pH, espaco vital e disponibilidade nutricional. Os resultados obtidos neste
estudo revelam um aumento de 43% na adesdo, observado também, porém ndo nessa
magnitude nos estudos de Balasubramanian et al. (2010) e Khare e Arora (2011). Em relagdo
a linhagem E. coli UFPEDA 224, este aumento foi de aproximadamente 20%.

Na etapa inicial da formag&o do biofilme fatores como a concentragéo de eletrélitos
como KCI e NaCl, assim como o pH do meio sdo importantes. A for¢a idnica e o pH
interferem tanto nas caracteristicas da superficie bacteriana quanto do material
(hidrofobicidade — carga), o que modifica as interacfes da primeira etapa (BUNT et al., 1995;
MCWHIRTER; MCQUILLAN; BREMER, 2002).

No teste de avaliacdo da hidrofobicidade, ambas as linhagens-teste apresentaram esta

propriedade bastante pronunciada, como descrita na literatura para as espécies
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(KATSIKOGIANNI; MISSIRLIS, 2004). Micro-organismos com caracteristicas hidrofobicas
da membrana aderem-se melhor a substratos com propriedades hidrofébicas e o mesmo
ocorre para aqueles com propriedades hidrofilicas. Além disso, superficies hidrofobicas
parecem ser mais susceptiveis a colonizacdo, o que permite inferir o maior grau de
hidrofobicidade nos cupons dolomita do que no de vidro. Na superficie bacteriana, a carga
elétrica apresenta variacBes quanto a espécie estudada, as condi¢cbes do meio e com a
composi¢do da membrana. Geralmente, células plancténicas tendem a ter sua superficie
carregada negativamente em meio aquoso. O perfil de carga influencia na adesao reversivel,
embora a acdo das correntes elétricas seja gradualmente reduzida durante a formacdo do
biofilme (POORTINGA et al., 2001).

Boari et al. (2009) afirmam que no processo de adesdo bacteriana, quanto mais
hidrofébica for a célula, maior serd a habilidade de aderéncia ao substrato condicionante.
Alguns fatores de viruléncia podem garantir os diferentes niveis de hidrofobicidade entre as
espécies, tais como flagelos, pili, fimbrias, membrana externa e a presenca de alguns grupos
funcionais polares: hidroxilas, fosfatos, carboxilas e acido teicoico.

A composicdo quimica e caracteristica da superficie sdo as duas propriedades dos
substratos condicionantes que mais influenciam na capacidade de interagdo do micro-
organismo (GOTTENBOS; VAN DER MEI; BUSSCHER, 2000; SPERANZA et al., 2004).
Dos dois cupons testados, a dolomita foi a superficie com maior adesao celular para S. aureus
UFPEDA 02 e E. coli UFPEDA 224. No mundo microbiano ocorre uma maior propensao de
adesdo as superficies porosas, quando comparadas a superficies polidas (CHANG;
MERRITT, 1994; SCHEUERMAN; CAMPER; HAMILTON, 1998; BOS et al., 2000). Essa
preferéncia deve-se a melhor adaptacdo da bactéria ao microambiente com dimensdes
semelhantes ao seu tamanho, bem como pelo aumento da area de contato presente neste tipo
de superficie (SCHIERHOLZ; BEUTH; PULVERER, 2000).

Este trabalho ressaltou a versatilidade metabolica da P. aeruginosa, assim como do
fato da piocianina assegurar vantagens quando organismos possivelmente competidores estdo
presentes. Pesquisas posteriores tentardo elucidar os mecanismos celulares e moleculares
envolvidos, de forma a mensurar o limite que garanta o equilibrio das populacBes destas

bactérias, quando em coexisténcia em meio aquoso.
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7 CONCLUSOES

A suplementacdo com residuo de malte de cevada ao meio tradicional de obteng&o de
P. aeruginosa promoveu um aumento significativo da concentracdo de pigmento nos isolados
PYO" testados.
A caracterizagdo molecular exibiu a prevaléncia da piocianina na amostra produzida.
O efeito inibitério da piocianina sobre as duas linhagens clinicas bacterianas foi
observado e classificado como alto, com excecdo da levedura. Contudo, na formacdo de
biofilme em cristal violeta a piocianina ndo interferiu na adesdo das células, que foi
aumentada, além de ocorrer preferéncia de adesdo ao cupom de dolomita. Em complemento,
as linhagens testadas apresentaram um elevado grau de hidrofobicidade.
Estudos posteriores sdo necessarios a fim de elucidar os mecanismos moleculares

envolvidos entre a piocianina e a influéncia na formacéo de biofilmes bacterianos.
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Abstract: Pyocyanin is a fluorescent phenazine pigment of a bright blue color, synthesized exclusively by about
95% of Pseudomonas aeruginosa strains. Laboratory acquisition of the pigment is achieved by employing
simple protocols. The aim of this work was to increase the production of pyocyanin by adding different
concentrations of craft beer waste (w/v) to King A broth, incubated by shaking at 150 rpm, at 29+1°C for 96
hours. Compared to the control group, a positive correlation was observed between the production of pyocyanin
and the percentage of malt bagasse added. This contributed to the increase of pigment concentration up to
approximately 70%, over the control, with values ranging from 21 1o 58 ug/ml. The craft beer waste proved to
be an environmentally friendly option as an adjuvant in the process of pyocyanin production in a synthetic
medium.
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