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RESUMO 
Este trabalho teve como objetivo estudar a produção de ramnolipídeos por Pseudomonas 

aeruginosa PAO1 como indicador de virulência deste importante microrganismo crescido em 
membrana de celulose bacteriana. Pseudomonas aeruginosa são capazes de aderir e colonizar 
quase todos os materiais, formando comunidades chamadas de biofilme. O aumento da 
densidade celular promove alterações no padrão de expressão gênica através de um processo 
denominado quorum sensing. Essa modificação leva ao aumento na produção de fatores de 
virulência pela comunidade bacteriana, e a formação dos biofilmes. Neste estudo foram 
realizados três diferentes processos de cultivo: cultivos em membrana de celulose, submersos e 
submersos estáticos. O estudo da produção de ramnolipídeos sobre uma matriz inerte 
(membrana de celulose bacteriana) mostrou-se promissor.  
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INTRODUÇÃO 
P. aeruginosa são capazes de aderir e se desenvolver em quase todos os materiais, formando 

comunidades chamadas de biofilme. As etapas de formação incluem a fixação reversível em 
uma superfície, posterior aderência irreversível, crescimento de microcolônias, maturação do 
biofilme e dispersão de células para outras superfícies e materiais (FLICKINGER et al., 2011). 
Com o aumento da densidade celular nos biofilmes, ocorre uma alteração na expressão dos 
genes bacterianos através de um processo denominado quorum sensing (QS). O QS pode ser 
descrito em quatro etapas: (1) síntese de moléculas sinalizadoras de pequeno porte; (2) 
liberação dessas substâncias indutoras; (3) recepção destas moléculas por células adjacentes; e 
(4) alterações na regulação dos genes quando há aumento da indução simultânea (SANDOZ; 
MITZIMBERG; SCHUSTER, 2007). A alteração na expressão dos genes dentro do biofilme 
promove um aumento na produção de fatores de virulência pela comunidade (FLICKINGER et 
al., 2011). Neste estudo foi analisada a produção de ramnolipídeos, um dos fatores de virulência 
deste microrganismo, através do crescimento de Pseudomonas aeruginosa PAO1 em cultivos em 
estado sólido sobre membrana de celulose bacteriana, em cultivos submersos e submersos 
estáticos. Este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de um modelo de estudo de 
virulência de P. aeruginosa PAO1 crescida sobre membrana de celulose bacteriana. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

Microrganismo e Pré-inóculo 
O microrganismo utilizado foi a cepa de Pseudomonas aeruginosa PAO1 mantida a -80 oC em 

meio Luria-Bertani (LB) acrescido de 20% (v/v) de glicerol. Os pré-inóculos foram realizados em 
frascos Erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL do meio LB, inoculados com 1 mL da 
suspensão de células bacterianas e incubados a 37°C por 6 horas sob agitação de 200 rpm.  
 
Cultivos de P. aeruginosa PAO1 e Produção de Ramnolipídeos  

Cultivos estado sólido (CES) em membrana de Celulose Bacteriana: Os ensaios para CES 
foram realizados em frascos Erlenmeyers 250 mL, contendo uma membrana de 
aproximadamente 10-12 cm de diâmetro e 165 mg de massa seca obtida como descrito por 
Goelzer et al. (2009). As membranas foram esterilizadas por 20 min, a 121ºC, resfriados e 
inoculados com o pré-inóculo em uma proporção de 2% de volume de pré-inóculo (D.O.600 entre 
0,6 e 0,8) em dois volumes de solução umedecedora: 8,5 mL por membrana no primeiro ensaio, 
e 10 mL no segundo. A solução umedecedora utilizada era constituída de meio de sais 
(contendo por litro: 3,0 g KH2PO4; 7,0 g K2HPO4; 0,2 g MgSO4.7H2O e 1,0 g (NH4)2SO4) 
acrescida de glicerol (3% v/v). Também foram realizados ensaios adicionando 10,0 g de triptona 
por litro da solução umedecedora. As membranas inoculadas foram incubadas em estufa 
bacteriológica a 37°C durante 9 dias. 

Cultivos Submersos (CSb): Os ensaios para CSb foram realizados em frascos Erlenmeyers 250 
mL, contendo 50 mL de solução umedecedora (mesma acima) com uma proporção de 2% de 
volume de pré-inóculo. Também foram realizados ensaios adicionando 10,0 g de triptona por 
litro da solução umedecedora. Os frascos foram incubados em estufa bacteriológica a 37°C, sob 
agitação de 200 rpm durante 9 dias. 

Cultivos Submersos Estáticos (CSbE): Os ensaios para CSbE foram realizados em frascos 
Erlenmeyers 150 mL, contendo 17 mL de solução umedecedora (mesma acima) com uma 
proporção de 2% de volume de pré-inóculo. Também foram realizados ensaios adicionando   
10,0 g de triptona por litro da solução umedecedora. Os frascos foram incubados em estufa 
bacteriológica a 37°C durante 9 dias. 
 
Extração e Quantificação de Ramnolipídeos  

Os volumes coletados após os 9 dias de incubação foram centrifugados a 4.000 rpm por 10 
min e os sobrenadantes foram submetidos à extração com CHCl3:MeOH (3:1) (extrato orgânico 
bruto) e quantificação indireta dos ramnolipídeos pelo método de fenol-sulfúrico (DUBOIS et al., 
1956). 
 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 
Uma vez que os ramnolipídeos são um dos fatores de virulência deste microrganismo, e que 

a o controle da síntese destes compostos é regulado pelo QS, a produção desta classe de 
glicolipídeos foi escolhida para se avaliar a virulência de PAO1. 

Na primeira tentativa de avaliar a produção de ramnolipídeos por CES em membrana de 
celulose utilizou-se 8,5 mL de solução umedecedora por membrana de celulose (assim como 
descrito por Amaral et al., (2014). No entanto, no referido trabalho, utilizou-se a cepa de P. 
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aeruginosa  UFPEDA 614, cuja  melhor taxa de crescimento é a 30°C (CAMILIOS-NETO et al., 
2011), enquanto que para a cepa PAO1 a temperatura é de 37°C. Dessa forma, durante as 
primeiras tentativas de cultivo notou-se que a membrana perdeu muita água para o ambiente, 
comprometendo o crescimento bacteriano e a produção de ramnolipídeos (Fig. 1 A). Fato que se 
deve a maior taxa de evaporação proporcionada pela maior temperatura de cultivo (37°C). 
Deste modo, optou-se por um aumento na quantidade de solução umedecedora utilizada (de 
8,5 mL para 10 mL), o que proporcionou um incremento na produção de ramnolipídeos (Fig. A). 

  
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1 Produção de ramnolipídeos nos diferentes processos de cultivo, na presença e ausência de 
triptona  
 

O processo de CES utilizando membranas de celulose é particularmente diferente das CES 
utilizando outros suportes sólidos. Esta diferença está relacionada à necessidade da membrana 
de celulose em ficar todo o período do cultivo submersa na solução umedecedora, já que, como 
anteriormente apontado, esta perde água muito facilmente para o ambiente (AMARAL et al., 

CES_8: Membrana de Celulose, com 8,5 mL 
de   MSM+glicerol 
CES_10: Membrana de Celulose, com 10 mL 
de MSM+glicerol 
CES_tryp: Membrana de Celulose, com 10 
mL de MSM+glicerol + Triptona 

CSb: Cultivo  Submerso 

CSb_tryp: Cultivo  Submerso + Triptona 

CSbE: Cultivo  Submerso Estático 
CSbE_tryp: Cultivo Submerso Estático + 
Triptona 
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2014). Assim, o processo descrito neste trabalho não é uma CES clássica, pois o sistema 
impossibilita a formação dos poros (fase gasosa contínua entre as partículas sólidas). 

Em relação aos outros dois tipos de cultivo, cultivos submersos e submersos estáticos, o 
cultivo em membrana de celulose bacteriana mostrou-se mais eficiente para a produção de 
ramnolipídeos, alcançando uma média de 3,0 g/L (Fig. 1 A e C). A maior produção dos 
ramnolipídeos nos cultivos sólidos sugere um estímulo positivo do processo no sistema de 
virulência da bactéria. Adicionalmente, tentou-se uma outra forma de estímulo do sistema de 
virulência de PAO1, adição de triptona (forma hidrolisada da caseína) nos diferentes processos 
de cultivo. A presença de peptídeos poderia estimular o QS da PAO1, já que para consumir estes 
compostos primeiramente o microrganismo precisa expressar as proteases extracelulares que 
apresentam regulação transcricional por este sistema (SANDOZ; MITZIMBERG; SCHUSTER, 
2007). Houve um aumento considerável na produção de ramnolipídeos nos cultivos submersos e 
uma diminuição significativa de produção de ramnolipídeos nos cultivos submersos estáticos e 
na CES (Fig. 1 B e C). Mais estudos precisam ser feitos, e no momento não é possível traçar 
nenhuma conclusão mais elaborada da possível função deste composto na variação da produção 
de ramnolipídeos, tão pouco qual é a relação deste com os diferentes processos de cultivo. 

 
CONCLUSÕES 

Neste trabalho estabeleceu-se um modelo padrão para comparação da produção de 
ramnolipídeos como indicador de virulência. O estudo da produção de ramnolipídeos sobre uma 
matriz inerte (membrana de celulose bacteriana) mostrou-se promissor. A utilização deste 
sistema poderá proporcionar avanços na compreensão do metabolismo microbiano durante a 
produção de ramnolipídeos por CES assim como proporcionar insights sobre os fatores de 
virulência, o QS e a produção de ramnolipídeos. 
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