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RESUMO

Neste trabalho foram testados diferentes tipasneantragdes de fontes de nitrogénio
e diferentes concentragcbes de inoculo e gliceradando otimizar a producdo de
ramnolipideos poPseudomonas aeruginosa UFPEDA 614, que atingiu 15,9 g/L, baseado em
dosagens de ramnose e 0 uso de um fator de cordec®p2, apds sete dias de cultivo,
utilizando nitrato de sddio como fonte de nitro@éfti g/L) e glicerol como fonte de carbono
(40 g/L). A metodologia utilizada nas analises wdstais (espectrometria de massa com
ionizacdo por eletrospray, ESI-MS) permitiu a defiec de 6 principais homdlogos, 3
dirramnolipideos e 3 monorramnolipideos, sendo as rabundantes Rh&15-Cio € Rha-
C10-C10. A proporgéo destes homodlogos variou diferentes tempos de cultivo analisados (1
a 9 dias), revelando uma predominancia de monowkpitieos nos primeiros dois dias de
cultivo. A analise das propriedades fisico-quimidasmistura de homélogos produzidas em
diferentes tempos de cultivo mostrou que a conaefitr micelar critica (CMC) variou de
15,6 mg/L, para o primeiro dia de fermentacéo, @ 8ig/L para periodos maiores de cultivo
analisados, valores que se situam entre os mellresedtados de CMC reportados na
literatura para ramnolipideos. Entretanto, nasradetecdes de indice de emulsificac&gy),
os melhores resultados (79, 59 e 72%, frente digastiesel e querosene, respectivamente)
foram encontrados para as amostras provenientededgsos de cultivo de 9 dias, que
apresentou valores de CMC maiores. A analise catiparda variacdo da proporcdo dos
homologos e das propriedades fisico-quimicas amtasdas pela mistura de ramnolipideos
permitiu concluir que esta variacdo influencia @ineente nas propriedades fisico-quimicas,
pois a presenca de uma maior propor¢cdo de homokbdgoronorramnolipideos diminui a
CMC, enquanto que o aumento de proporcdo de dioklpitheos aumenta os valores deste
parametro. Porém, nas andlises Hig, a presenca dos monorramnolipideos em maior
quantidade prejudicou a estabilizacdo das emufstesdas.



ABSTRACT

The aim of the current work was to optimize thedoation of rhamnolipids by
Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 614. Tests were done with several diffeneittogen
sources at different concentrations, several differinoculum concentrations and several
different glycerol concentrations. The best produrctlevel was 15,9 g/L, based on
measurement of the amount of rhamnose and a dondattor of 3.2, after 7 days of culture,
using 5 g/L sodium nitrate as the nitrogen sourwe 40 g/L glycerol as the carbon source.
Structural analyses were undertaken, using massrepeetry with electrospray ionization
(ESI-MS). Six main homologues were detected, indgdhree dirhamnolipids and three
monorhamnolipids, with the most abundant homolodpeisg Rha C;0-Cip and Rha-Gy-Cio.
The proportions of the various homologues variedindu the 9-day cultivation, with
monorhamnolipids predominating over the first tvaysl The physicochemical properties of
the homologue mixture produced also varied withtication time: The critical micellar
concentration (CMC) was 15.6 mg/L on the first dagulture, but rose to 31.2 mg/L for later
samples. These CMC values are amongst the bestedpo the literature for rhamnolipids.
The best values of the emulsification index aftém2E,,) were obtained using rhamnolipid
samples extracted from a 9-day culture, viagh values of 79, 59 and 72% against gasoline,
diesel and kerosene, respectively. It was concludleat a higher proportion of
monorhamnolipids in the sample decreases the CMdewh higher proportion of
dirhamnolipids increases it. On the other hand, phesence of high concentrations of
monorhamnolipids leads to unstable emulsions.
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1. INTRODUCAO

Surfactantes sdo moléculas que possuem a caricteride reduzir a tensao
superficial, ou seja, a forca existente na interfacliquido e a tenséo interfacial, que € a
forca entre uma superficie de contato liquido-iQqUBODOUR & MILLER-MAIER, 1998).
Quando moléculas com essas propriedades sdo pdadugor organismos biolégicos, sdo
denominadas biossurfactantes. Os biossurfactaptesemtam caracteristicas vantajosas em
relacdo a suas contrapartes sintéticas, cuja raagoproveniente de derivados de petrdleo,
como baixa toxicidade e excelente biodegradabiddéddABA et al, 2000). A estrutura
dessas moléculas difere muito, mas sempre inclia parcdo hidrofilica, composta de
aminoacidos ou de sacarideos, e uma hidrofébicatexsdo cadeias alifaticas, geralmente
acidos graxos (GARCIA-JUNCQCet al, 2001). Entre as moléculas descritas como
biossurfactantes estdo o0s glicolipideos (ramnadipsgd soforolipideos, trealolipideos),
lipopeptideos (surfactina, viscosina, polimixinepmplexos de polissacarideos e proteinas
(Liposan®), fosfolipideos e acidos graxos (LdiNal, 1998).

Atualmente, o0s biossurfactantes sdo Otimos caralidaém processos de
biorremediacgé&o, tanto de solo como de efluentes, wam que o0 uso de surfactantes quimicos
resultamuitas vezes em uma contaminagdo secundaria do @aaas aplicacdes que vém se
destacando s&@o 0s seus usos em processos de agédoparelhorada de petréleo (MEOR,
“Microbially Enhanced Oil Recovelye na indastria alimenticia. Entretanto, o quedai
impede o pleno desenvolvimento dessa area é ailddide de producdo de quantidades
apreciaveis de biossurfactantes de forma econoreit@mviavel. Sendo assim, torna-se
essencial a busca de estratégias de otimizacdoodagdo de biossurfactantes de modo a
eliminar este obstaculo.

O microrganismoPseudomonas aeruginosdFPEDA 614, isolado de pocos de
petréleo, jA demonstrou, em trabalhos anterioraizeelos no Laboratério de Tecnologia
Enzimatica e Biocatalise do Departamento de Quirdac&FPR, a capacidade de produzir
ramnolipideos em concentragcfes de até 12,4 gfiz@ndo um fator de conversao ramnose -
ramnolipideos de 3,2). Este composto é sintetizsda bactéria como uma mistura de 12
homélogos (6 monorramnolipideos e 6 dirramnolipfg®dONTEIRO et al. 2007). Estes
mesmos estudos indicaram que modificacdes na cagdpado meio de cultivo envolvendo o
aumento da relacdo carbono-nitrogénio (C/N) inftuemam positivamente na producédo dos

ramnolipideos. Embora diversos autores tenhamzeehli estudos visando determinar a
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composicao de meios de cultura que aumentem a tprioide dos ramnolipideos, nenhum
deles associou estudos de otimizacdo do meio tleccalandlises estruturais dos homologos
de ramnolipideos produzidos, em diferentes tempderihentacao, na condi¢cao otimizada.
Neste contexto, o presente trabalho tem por objetivotimizacdo da producéo de
ramnolipideos porPseudomonas aeruginos&dFPEDA 614, através da variagdo da
composicdo do meio e do tempo de cultivo e a andlés composicdo dos homologos que
compdem a mistura de biossurfactantes produzidosfumgéo do tempo de cultivo, na

condicéo otimizada.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A revisao bibliografica aqui desenvolvida tem cofooo principal a definicdo de
biossurfactantes, sua classificacdo e naturezaicuemmétodos de producdo. Posteriormente
aspectos estruturais e relativos a aplicagdo tanseéfio abordados.

2.1. Composicéo e Propriedades Fisico-Quimicas deBsurfactantes

O grupo de compostos conhecidos como surfactantespreende moléculas
anfipaticas, ou seja, com porc¢des hidrofilicasdedfibbicas, que possuem a caracteristica de
reduzir a tensdo superficial (TS), que é a fordatemte entre uma superficie ar-liquido e a
tensédo interfacial (Tl), que € a forga existentieeenma superficie liquido-liquido (BODOUR
& MILLER-MAIER, 1998), sendo que neste ultimo capmdem ser chamados também de
emulsificantes. Surfactantes podem ser de origeimiga ou biologica; quando produzidos
por organismos vivos, sdo denominados biossurfeesgtan

Os indicadores mais largamente utilizados paraimaedtividade surfactante sdo os
parametros tensdo superficial, tenséo interfacelcencentracdo micelar critica (CMC). As
tensdes superficial e interfacial referem-se aacposgmento das moléculas nas interfaces
ar/liquido e liquido/liquido, respectivamente, camma orientacdo especifica também
conhecida como adsor¢cdo. A CMC é definida como r@mai concentragdo de surfactante
onde, a partir dessa concentracdo, inicia-se a aigim de micelas, que conferird as
propriedades de detergéncia e solubilizacdo de estop hidrofobicos (FIGURA 1). Em
concentracdes acima da CMC, o tensioativo aumestdubilidade de compostos organicos
com baixa solubilidade em agua, sendo o compostorpporado no interior da micela;
contudo, as tensdes superficial e interfacial diacGo permanecem quase constantes. Quanto
menor € o valor de CMC, maior a eficiéncia do hidsstante (MULLIGAN, 2005;
CHRISTOFI & IVSHINA, 2002).

Sendo assim, pode-se dizer que a CMC é uma inmpertearacteristica dos
surfactantes no que diz respeito a avaliacdo deeficiéncia. Os biossurfactantes possuem
menor CMC (0,001 — 2 g/L) em comparacao aos saniées sintéticos. Como exemplo tem-
se 0 SDS (dodecil sulfato de sddio), um dos swfdes quimicos mais comuns, que possui

uma
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ﬁ) D&?/—DO Solubilidade

Propriedade N - N
Fisica Tensio Superficial

Tenséao Interfacial

:
Concentragdo de Tensoativo

FIGURA 1. DIAGRAMA ESQUEMATICO DA VARIACAO DA TENS/O
SUPERFICIAL, INTERFACIAL E SOLUBILIDADE DO COMPOST@RGANICO COM
A CONCENTRACAO DO TENSIOATIVO.

Fonte: adaptado de Mulligan, (2001).

CMC de 2,4 g/L (NITSCHKE & PASTORE, 2002). Com basessas caracteristicas, os
biossurfactantes sao tidos como mais eficientesgug homadlogos quimicos, pois exercem o

mesmo efeito em concentragcdes muito menores.

2.2. Classificacao dos Biossurfactantes

Diferentement&lo que ocorre com os surfactantes quimicos, os gaai classificados
de acordo com a natureza de seu grupamento pattassificacdo dos biossurfactantes usa
como base sua composi¢cdo quimica e sua origembidaoe (DESAI & BANAT, 1997). De
uma maneira geral, eles podem ser divididos emgtaisdes grupos: biossurfactantes de alta
massa molar e biossurfactantes de baixa massa (R & ROSENBERG, 2001). Os

biossurfactantes de alta massa molar incluem umdgraumero de compostos poliméricos
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extracelulares constituidos de polissacarideoseimas, lipopolissacarideos, lipoproteinas ou
misturas complexas desses biopolimeros (RON & RCEHRG, 2001). Os mais bem
estudados representantes dessa classe sao Biedigsp&mulsan e Liposan® (Primex,
Islandia) sendo todos complexos de polissacaridewsproteinas. O segundo grupo inclui,
além dos acidos graxos, fosfolipideos e lipideadros, os lipopeptideos e os glicolipideos.
Os lipopeptideos mais pesquisados incluem a simdacestreptofactina e polimixinas,
enquanto que os glicolipideos mais estudados séaweablipideos, soforolipideos e os
ramnolipideos(RON & ROSENBERG, 2001; DESAI & BANAT, 1997), os a@s serao
abordados de forma mais detalhada adiante. Um ceslos tipos de biossurfactantes e dos
microrganismos produtores pode ser encontrado nBETA 1 e na FIGURA 2 pode-se

visualizar algumas das estruturas destes compostos.

TABELA 1. PRINCIPAIS TIPOS DE BIOSSURFACTANTES PROEZIDOS POR
MICRORGANISMOS

Tipo de biossurfactante Microrganismo produtor
Glicolipideos

Rhodococcus erythropolis
Rhodococcus ruber

Trealose micolato Arthrobacter paraffineus
Mycobacterium phlei
Mycobacterium fortitum
Mycobacterium smegmatis
Mycobacterium paraffinicum

Micolatos de mono, di e trissacarided®hodococcus erytropolis
Corynebacterium diphtheriane
Mycobacterium smegatis

Ramnolipideos Pseudomonas spp.
Pseudomonas aeruginosa
Soforolipideos Torulopsis bombicola

Torulopsis petrophilum,
Torulopsisapicola,
Candida spp.

Diglicosil diglicerideo Lactobacillus fermentii
Arthrobacter spp.
Corynebacterium spp.
Rhodococcus erythropolis
Candida spp.

Fonte: adaptada de Santos (2003), Christofi dnlast2002), Lang (2002) e Mulligaat al., (2001).
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TABELA 1. PRINCIPAIS TIPOS DE BIOSSURFACTANTES PROZIDOS POR

MICRORGANISMOS (CONTINUACAO)

Tipo de biossurfactante

Microrganismo produtor

Fosfolipideos e acidos graxos

Subtilisina e Surfactina
Lichesina

Candida spp.
Corynobacterium spp.
Micrococcus spp.
Acinetobacter spp.
Streptomyces sioyaensis
Bacillus subtilis

Bacillus licheniformis
Pseudomonas fluorescens
Arthrobacter sp.

Bacillus pumilis

Surfactantes Poliméricos

Emulsan e Biodispersan
Liposan

Arthrobacter calcoaceticuRAG-1
A. calcoaceticug\2

A. calcoaceticus

Candida lipolytica
Saccharomyces cerevisiae
Candida petrophilum
Endomycopsis lipolytica
Candida tropicalis

Shizonella melanogramma
Ustilago maydis

Candida antarticar-34 e KCTC 7804
Pseudomonas spp
Debaryomyces polymorphus
Penicillium spiculisporum
Thiobacilus thiooxidans
Aspergillus spp.
Corynebacterium insidiosum
Corynobacterium alkanolyticum
Rhodotorula glutinus
Rhodotorula graminus
Capnocytophaga spp.

Lipopeptideos e Lipoproteinas

Serrawetina
Gramicidina
Polimixinas

S. marcenscens

Bacillus brevis

Bacillus polymyxas
Pseudomonas rubescens
Thiobacillus thiooxidans
Gluconobacter cerinus
Agrobacterium tumefaciens

Fonte: adaptada de Santos (2003), Christofi emas2002), Lang (2002) e Mulligaat al. (2001).



21

@ (b) CH,OH

——— OGH— CH,COOH —(l:H—CHQCOOH OR OR
o) OH
(CH,)g (CH,), RO [6)
o (|:H | %
OH o 8 CH, | CH,OH
CH, O=CH,(CH,),COOH
OH OH R = OG(CH), CHg; m = 6-12
(c) COo™ )
GIuL Leu
NH Ia" 0
N e
/ NH
/"‘\/“\,/\/'\\//\\/’\,I/’ ﬁ:'
5*--/0 o]

Pt N

Leu I‘\IH

FIGURA 2. ESTRUTURA DE ALGUNS BIOSSURFACTANTES LI&DOS NA

TABELA 1
(a) ramnolipideo, (b) trealolipideos e (c) surfaatiFonte: adaptado de Christofi & lvshna (2002).

2.3. Producéao de biossurfactantes pd?Pseudomonas aeruginosa

Diversos estudos enfocam o isolamento de microsgars degradadores de Oleos
combustiveis, lubrificantes, 6leos vegetais deagaorigens, residuos de industrias de oOleos e
outras atividades agroindustriais (MANEERAT, 20BENTO et al, 2005; CHRISTOFI &
IVSCHINA, 2002). Estes microrganismos desenvolvawerdas estratégias para solubilizar
0s compostos organicos hidrofébicos presentes ubstratos citados, dentre as quais, a
producdo de surfactantedisponibilizando-os para serem utilizados comddate carbono
(NITSCHKE et al, 2004). A producdo de biossurfactantes por miemiggnos é
extensivamente relatada, principalmente os penges@os génerdxseudomonas Bacillus,

a partir de fontes renovaveis como 6leo vegetalduds de industria de 6leo (HAB al,
2000), agua residuade agroindustrias (NITSCHKE & PASTORE, 2006; 200§)rdura
animal, efluentes de industrias de 6leo de olileg ueimado, soro de leite e efluentes ricos
em amido (MANEERAT, 2005). Entre os substratos li@dicos, destacam-se o glicerol, a
glucose e o manitol (Wt al, 2008; MONTEIRCet al, 2007; DEZIELet al, 1999).
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2.3.1. Meios e condic¢des de cultura para a proddedamnolipideos

A TABELA 2 apresenta alguns estudos relatados &matura sobre a producdo de
ramnolipideos poPseudomonasp.

Um dos fatores que influencia diretamente na prodiagide de ramnolipideos é a
relacdo carbono-nitrogénio (C/N), entretanto, n#istem muitos estudos envolvendo esta
variavel. Valores de relacdo C/N de 18 (GUERRA-SANEt al.,1984), 10 (ABOUSEOUD
et al.,2008), 20 (RAZAet al, 2007) e 55 (MONTEIRO, 2007) sdo reportados readttira.
Essa grande variagcdo pode ser resultado de diviatewss, como daepa deP. aeruginosa
utilizada, tipo de fonte de carbono e nitrogénidguts autores demonstram haver uma
linearidade entre aumento da relacdo C/N e proddgdoamnolipideos, enquanto outros
citam a existéncia de uma relacdo inversa, ou sa&ja,aumento da produtividade de
ramnolipideos com a diminui¢do da relagdo C/N (AB al, 1996; GUERRA-SANTO®t
al., 1984). A Unica constante em todos 0s caso® gagpds se atingir um valor de C/N 6timo,
a producao de ramnolipideos decresce abruptaméotestudo de Mulligan e Gibbs (1989),
os autores fazem a correlacdo entre a produca@rdaotipidios porP. aeruginosae a
atividade das enzimas envolvidas no metabolismmitdegénio, utilizando fontes organicas e
inorganicas deste elemento. Os resultados demmrstigue a producdo de ramnolipideos é
ativada sob condicdes de limitagdo de nitrogéreads que os autores chegam a propor a
avaliacdo da atividade de enzimas como a glutasiiriatase como uma forma slereening
para isolados déseudomonagromissores na producao de glicolipideos.

Em relacdo a fonte de nitrogénio utilizada, os desduda literatura (TABELA 2)
comprovam que fontes inorganicas de nitrogénidggulde amoénio e nitratos) sdo as mais
utilizadas, por serem reportadas como melhoresagfientes organicas como extrato de
levedura (WUet al, 2008; GUERRA-SANTOSet al., 1984). Na TABELA 2, observa-se
também que ndo existe uma correlacdo direta erqueuatidade de nitrato de sodio presente
no meio e a producgéo de ramnolipideos. Por exemalores de 6,5 g/L, 4,9 g/L e 4,0 g/L de
nitrato de sodio (utilizados por Wet al, 2008; COSTAet al.,2006 e ARINOet al., 1996)
produziram 18,5 g/L, 8,6 g/L e 9 g/L de ramnoligisierespectivamente.

As fontes de carbono utilizadas para promovert@sténde ramnolipideos por cepas de
P. aeruginosapodem ser divididas em dois principais tipos (TABE?2): lipidicas e
glicidicas, sendo que cada um destes tipos irauanfliar na quantidade final de
ramnolipideos e na composi¢cdo da mistura de homslpgoduzidos pelo microrganismo
(NITSCHKE et al., 2005).
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TABELA 2. PRINCIPAIS ESTUDOS DE PRODUCAO DE RAMNORIDEOS POR CEPAS DBseudomonas aeruginosa

Cepa Fonte de Carbono (g/L) Fonte de Tempo de Ramnolipideos Referéncias
nitrogénio (g/L) fermentacao (dias) (g/L)

Pseudomonas Glucose (18) NaN©(2,5) nd 15 Guerra-Santes
aeruginosa al., 1986
Pseudomonas Manitol (20) NaNQ (2,0) 14 2,3 Déziadt al, 1999
aeruginoseb7RP
Pseudomonas Oleo de milho (12,75) (NPLSO, 16 4,38 Mata-Sandovat
aeruginosaJG2 (1,74) al., 1999
Pseudomonas Agua de processamento de 6leo d&aNO; (5) 3 7,0 Benincasa &
aeruginosalLB1 girassol (30) Accorsini, 2008
Pseudomonas Oleo derivado de processos de  NaNQO;(5) 4 8,1 Habat al, 2003
aeruginosad7T2 fritura (40)
Pseudomonas n-Parafina (100) (NEJ2SOy, (4) 2 8,5 Itohet al, 1971
aeruginos&Y 4025
Pseudomonas Glucose (30,5) NaN$§ (4,9) 7 8,6 Weet al, 2008
aeruginoseEM1
Pseudomonas Acidos graxos livres derivados deNaNG; (5) 4 9,5 Abalot al,
aeruginosaAT10 Oleo de soja (50) 2001.
Pseudomonas Soapstock (subproduto obtido do nd 6 11,7 Nitschket al.,
aeruginosa.B1 refino do Oleo de soja bruto) (20) 2005
Pseudomonas Glicerol (30) (NH)2SO, (1) 9 12,4 Monteiret al.,
aeruginosdJFPEDA 2007
614
Pseudomonas Soapstock (subproduto obtido ddlaNG; (4) 3 15,8 Benincasat al.,
aeruginosa.B1 refino do 6leo de soja bruto) (20) 2002
Pseudomonas. Glicerol (30) NaNQ (6,5) 8 17,9 Arineet al,, 1996

aeruginosaGL1

nd: ndo determinado
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TABELA 2. PRINCIPAIS ESTUDOS DE PRODUCAO DE RAMNORIDEOS POR CEPAS DEPseudomonas aeruginosa
(CONTINUACAO)

Cepa Fonte de Carbono  Fonte de nitrogénio Tempo de Ramnolipideos (g/L) Referéncias
(g/L) (g/L) fermentacao (dias)
P aeruginosa Acidos graxos (50) NaN£)4,6) 4 18,7 Abalost al, 2002
aeruginosaAT10
Pseudomonas Glicerol (120) (NH).SO, (1) 12 46,0 Camilios Netet al.,
aeruginosdJFPEDA 2008

614

nd: ndo determinado
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De uma maneira geral, pode-se considerar que @tgsfdipidicas sdo as que
proporcionam um maior rendimento final de ramndijois, porém muitas vezes 0s
homologos produzidos nao proporcionam propriedéide®-quimicas vantajosas (LANG &
WULLBRANDT, 1999; MATA SANDOVAL et al, 1999).

No que se refere a temperatura e pH 6timos paranguer a producdo de
ramnolipideos, existem algumas variacdes, decasergrincipalmente da cepa de
Pseudomonasitilizada no estudo, mas em geral os valores tagpos na literatura variam
entre pH 6,2 e 6,0 (GUERRA-SANTGS al., 1986), e pH 7,0 (BONILAet al,. 2005), e
temperaturas entre 28 e 37° C (DEZIEL al, 2000, MATA-SANDOVAL et al, 1999;
DESAI & BANAT, 1997; ARINOet al, 1996).

2.3.2. Composicao da mistura de homaologos de rapidebs

Biossurfactantes do tipo ramnolipideos sédo prodizidomo uma mistura de
homélogos, que somente mais recentemente tiverasmaacomposicdo esclarecida. A
composicado da mistura depende das condi¢cdes deassultomposicdo dos substratos, pH,
temperatura), da idade da cultura e das linhagdiradas.

O interesse recente por biossurfactantes, primograte os ramnolipideos, deve-se as
suas propriedades tensioativas e emulsificantespqu sua vez se devem a composicao da
mistura de homdlogos produzidos (TABELA 3) (SIN@t#l, 2007; MULLIGAN, 2005). Se
a composicdo da mistura de ramnolipideos for efatzida contribuicdo individual de cada
um dos homoélogos nas suas propriedades fisicas ggpdestabelecida, sendo possivel obter
uma mistura com propriedades desejaveis para spesiticos (SANCHE2t al, 2006).

Os primeiros relatos de glicolipideos, que contémdades de ramnose unidas a
acidos graxo$-hidroxilados, foram descritos inicialmente por gromet al, (1947), que
empregouuma cepa dePseudomonas pyocyanea como fonte de carbono, a glucose.
Posteriormente, Jarvis e Johnson (1949) descrevarpnoducdo de ramnolipideos per
aeruginosaem um meio contendo peptona e glicerol 3% (m/bfemdo quantidades de
ramnolipideos de 2,5 g/L. Neste artigo sédo relatageala primeira vez, a razado entre as
unidades de ramnose e dos acidos graRdsdroxilados e também a propriedade
bacteriostatica do biossurfactante sintetizado. &ttip dai, diversos trabalhos foram

publicados, com diferentes cepasR$mudomonasom diferentes homdlogos ou misturas de
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homélogos de ramnolipideos sendo relatadas emedtts condi¢cdes de cultivo (TABELA

3).

TABELA 3. COMPOSICAO E PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DE
RAMNOLIPIDEOS PRODUZIDOS POR ESPECIES DO GENER§eudomonas

Cepa Tipo de TS TI CMC Referéncias
Ramnolipideo  (mN/m) (mN/m)  (mg/L)

Pseudomonas Mistura de 32,8 t 108,8 Habeat al,
aeruginosad7T2 homologo$ 2003
Pseudomonas Rha-C1o-Cio 28,8 nd 105,0  Abalost al,
aeruginosaAT10 2001
Pseudomonas Mistura de 27,3 nd 234 Abalost al,
aeruginosaAT10 homologos 2001
Pseudomonas Mistura de 26,8 nd 150 Abalost al.,
aeruginosaAT10 homologod’ 2001
Pseudomonas Mistura de 24,0 1,32 120  Benincaset al,
aeruginosa.BI homologos 2004
Pseudomonas Rha-G¢-Cio 25,0 0,2 11 Parraet al,
aeruginosad4Tl 1989
Pseudomonas Rha-C10-Cio 25,0 1,6 11 Parraet al,
aeruginosad4Tl 1989
Pseudomonas sp. Rha-GgCio + 26,0 <16 20 Parreet al,
DSM2874 Rha-C10-C1o 1989
Pseudomonas sp. Mistura de 28,0 <16 20 Syldatket al,
DSM2874 homologos 1985
Pseudomonas sp. Rha-Cio-Cio 27,0 <1, 10 Syldatket al,
DSM2874 1985
Pseudomonas sp. Rha-Cip 30,0 <10 200 Syldatlet al.,
DSM2874 1985
Pseudomonas sp.  Rha-Gg 25,0 <10 200  Syldatlet al,
DSM2874 1985
Pseudomonas Rha-Go-Cyo + 31,0 nd 53 Mata-Sandoval
aeruginosaJG-2 Rha-C10-Cio et al, 1999

TS — tensdo superficial, TI — tenséo interfaciaM@ — concentragcdo micelar critica. nd: né&o
determinado.

2 contra querosené, contra hexadecandRHA-C;o-C10+ RHA,-C1¢-C10+ RHA-C10-C1o+ RHA-C15.4-C1

+ RHA-C»» + RHA-G-C, , d RHA,-C10-C1o + RHA-Co-C10+ RHA,.C10-C12 + RHA-Co-C1o+ RHA-Ci5.1-
Cio+ RHA-Ggp, “RHA-C1¢-C10; RHA-C10-Cg; RHA-Cg-C1; RHA-C10-C12:1. RHA-C12-C0. RHA-Cy-C1. Thp-
C10-C10; RHA2-C10-Cg; RHA2-Cg-C10; RHA,-C10-C12:1; RHA-C12-C10, RHA-C10-C12.
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Atualmente, sabe-se qué®. aeruginosa produz dois principais grupos de
ramnolipideos: os monorramnolipideos, contendo unidade de ramnose ligada aos acidos
graxos B-hidroxilados, e os dirramnolipideos, compostos goas unidades de ramnose
unidas a estes acidos (FIGURA 3). Cada um desiesgdagpos subdivide-se de acordo com
as unidades e tipos de acidbsidroxilados ligados. Desai e Banat (1997) citame @ L-
Ramnosil-L-rhamnosip-hidroxidecanoil-hidroxidecanoato (RR&C16-Cio, um
dirramnolipideo) e L-RhamnogiHhidroxidecanoilB-hidroxidecanoato (Rha1g¢Cio, um
monorramnolipideo) sdo os principais glicolipidposduzidos poP. aeruginosaentretanto,

é também relatada a sintese de ramnolipideos dmggenas uma unidade de &cido gfaxo
hidroxilado ligado a uma ou duas moléculas de ramr{8YLDATK et al, 1985), ou com
cadeias de acidos graxos variando de 8 a 12 ou caai®nos, e com uma ou duas
insaturacdes (LANG & WULLBRANDT, 1999). E importansalientar que, na deteccéo dos
homologos produzidos pelas diferentes cepas, a dolegia de andlise é um fator
preponderante e que os trabalhos citados na TABEbAmM sempre utilizaram metodologias

suficientemente sofisticadas para permitir a elgdd completa da composicdo da mistura.

a
ﬁ 0
1l
HO O _0—CH—CHy—C—O0—CH—CH,—C—0H
CHs
(GH2 (CIZHz)n
OH OH CHs CH3
i 0 o
HO 0 _0——CH—CHy——C—0——CH—CH,—C—OH
3
((|3H2)n ((|3|'|2)n
OH CHg CHs
0
HO 0
CHs
OH OH

FIGURA 3. RAMNOLIPIDEOS PRODUZIDOS PORseudomonas aeruginosa

Legenda: (a) - monorramnolipideo; (b) - dirramniolgn. Fonte: Monteiro, (2007).
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Ramnolipideos séo produzidos durante a fase esta@odo ciclo de crescimento,
sendo assim considerados metabdlitos secundari@3N (Re ROSEMBERG, 2001),
entretanto, o seu papel fisiolégico ainda ndo tmnpletamente elucidado, uma vez que a
presenca de fontes de carbono lipidicas ndo € ameguisito para ativar sua sintese. Alguns
autores citam que o mecanismo de patogenicidagdgdenas cepas depende da ativacéo de
genes relacionados a esta sintese (ALONG&), 1999).

Diversos estudos relatam a producdo de multiplesdhmgos de ramnolipideos por
cepas deP. aeruginosadas mais variadas origens. As diversas condicéesutlivo a que
essas cepas sdo submetidas comprovam que, naorigem destas cepas, mas também as
fontes de carbono e de nitrogénio utilizadas namdetacdes, assim como a idade do cultivo,
influenciam na composicao da mistura de homélogasio demonstrado na TABELA 4.

Os meétodos usados na identificagcdo dos ramnolipjdeanforme ja mencionado
anteriormente, sao de crucial importancia na ebgéd das estruturas e geralmente envolvem
inicialmente uma separacao cromatogréfica das rasem varias fracdes por cromatografia
em camada delgada, e em seguida, a espectrometrimadsas aliada a ionizacdo por
eletrospray (ESI-MS), a cromatografia liquida d& aficiéncia (CLAE) e o uso conjunto
dessas duas técnicas. O uso isolado de CLAE palkggunas limitagdes, pois na maioria dos
casos modificagbes quimicas nas moléculas de r@proexds tém de ser utilizadas para
proporcionar a sua quantificacdo. Por exemplogpgracdo de ésteres de p-bromocresil dos
homologos, objetivando posterior deteccéo por uractier UV acoplado a CLAE (SCHENK
et al, 1995), ou a derivatizacdo quimica para prodagteres de ramnolipideos do tipo
fenacil, também objetivando sua deteccédo por U\sageparacdo em CLAE (Wt al,
2008; MATA-SANDOVAL et al, 1999). Estas metodologias consomem tempo aulldm a
comparagao com outros resultados presentes retuitar
Por outro lado, a técnica de ESI-MS permitiu a idlgdo da maioria das estruturas dos
ramnolipideos descritas até hoje (MONTEIRal.,2007; NITSCHKEet al.,2005; DEZIEL
et al, 2000; DEZIELet al, 1999). A vantagem proporcionada por essa téahigae, na
maioria dos equipamentos, pode-se realizar a ipa@zdas moléculas utilizando-se diferentes
voltagens no cone de ionizacdo (entre 35 e 80 &th possibilita a analise dos ions
moleculares e dos ions originados pela fragmentdg&omoléculas, ja que diversos dos
isbmeros de ramnolipideos formam fragmentos cowmratites relacdes massa-carga (m/z).
Em alguns equipamentos, um segundo analisador deadESI-MS-MS) acoplado a uma
camara de colisdo permite o uso da técnica de &apao (onde se utiliza, em geral, o

argbnio como gas de colisdo), permitindo analissrisbmeros de ramnolipideos que
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TABELA 4. ESTUDOS DE CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DE RVINOLIPIDEOS POR CEPAS DEPseudomonas aeruginosa
UTILIZANDO DIFERENTES FONTES DE CARBONO E NITROGERI

Cepa Fonte de carbono Fonte de Tempo de  Principais homodlogos Referéncia
nitrogénio cultivo (dias) produzidos

Pseudomonas Manitol NaNG nd Rha-C;0-Ci0, Rha-Go- Dezielet al, 2000.
aeruginosab7RP Cs e Rha-Gy-Cyp
Pseudomonas Soapstock (subproduto obtido NaNG; nd Rha-Cy4-C10 € Rha- Benincasat al, 2002
aeruginosal.BI do refino do 6leo de soja bruto) C10Cro
Pseudomonas Oleo de palma Peptona 2 RharCio Pornsunthorntaweset
aeruginosasSP4 al., 2008.
Pseudomonas Acidos graxos livres derivados Rha-G¢-Ci0 € Rha- Abaloset al, 2002.
aeruginosaAT10 de oOleo de soja C10Cro
Pseudomonas Acidos graxos livres derivados Rha-C,0-Cipoe Rha- Abaloset al, 2001.
aeruginosaAT10 de oOleo de soja C10Cro
Pseudomonas Oleo derivado de processos de Rha-C,0-Ci0, Rha-Go- Habaet al, 2003
aeruginosa47T2 fritura C10eRha-C10-Cy2
Pseudomonas Oleos vegetais brasileiros Rha-G¢-Ci0 € Rha- Costaet al, 2006
aeruginosal.BI C10Cro
Pseudomonas Glucose Rha-Cy5-Cip Nitschkeet al, 2005
aeruginosal.BI
Pseudomonas Glucose Rha-Go-Ci0 € Rha- Schenket al, 1995.
aeruginosaDSM 2659 C10Cro
Pseudomonas Glicerol (NH,).SOy Rha-C,0-Cyo € Rha- Perfumoet al, 2006
aeruginosaAP02-1 C10Cro
Pseudomonas Glicerol (NH,).SOy Rha-C,0-Cyo € Rha- Monteiroet al, 2007.

aeruginosdJFPEDA
614

Ci10Cio

nd: ndo determinado
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TABELA 4. ESTUDOS DE CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DE RVINOLIPIDEOS POR CEPAS DEPseudomonas aeruginosa
UTILIZANDO DIFERENTES FONTES DE CARBONO E NITROGERI(CONTINUAGCAO)

Cepa Fonte de carbono Fonte de Tempo de fermentacao Principais homologos Referéncia
nitrogénio (dias) produzidos
Pseudomonas Naftaleno NaN@ 14 Rha-Cyo Dezielet al, 1999.
aeruginoséb7RP
Pseudomonas Oleo de milho (NH).SO, 16 Rha-Gy-CipeRha-C1-C12  Mata-Sandovagt
aeruginosaJG2 al., 1999

nd: ndo determinado
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apresentam a mesma massa, porém diferem, por exenaptadeia de acido graxo ligada a
unidade de ramnose (FIGURA 4). Por exemplo, corsmdessa técnica pode-se determinar
se um dirramnolipideo contendo duas cadeias desgxo$3-hidroxilados, uma com 8 e
outra com 10 carbonos, possuia a cadeia mais longa mais curta ligada a molécula de
ramnose (MONTEIRt al, 2007; NITSCHKEet al, 2005; DEZIELet al., 2000).

476 -~

305
103 =« 0
OH ) CH—CH, ﬂ o) CH—CH,—C——O0H
CH, |
(CH )4 (C|:H 2)6
OH OH CH, CHgy
Rha-C,-C,, ——169
333 <«
103 ﬁ 0 476<—
OH (@) CH—CH, C o CH—CH,—C——O0H
CH, |
(CH2)e (TH2)4
OH OH CHy CHs
Rha-C,-C, T 141

FIGURA 4. FRAGMENTOS PRODUZIDOS POR DOIS HOMOLOGO®E
RAMNOLIPIDEOS COM A MESMA MASSAMOLAR

Os homélogos geram fragmentos com m/z diferenteds egerem submetidos a ESI-MS e
fragmentacdo em camara de colisdo e analise de BISaMliferente posicionamento das cadeias de
acidos graxosB-hidroxilados causa a diferenga na relagdo m/z fdmgmentos gerados. Fonte:
Monteiroet al (2007).

A unido das duas técnicas, utilizando a CLAE a@arar os diferentes homologos
que compdem a mistura, e a técnica de ESI-MS pacidar a composi¢cdo estrutural, é a
metodologia que permite a melhor separacdo e atifidagdo do maior numero de
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homélogos. Mais de 28 homdlogos de ramnolipideoanfoidentificados utilizando este
método (DEZIELet al, 1999).

Outros autores relatam a separacéao e identificdganisturas contendo 14 (HAB
al., 2003), 1(PORNSUNTHORNTAWEEet al, 2008) 12 (MONTEIRCet al, 2007), e 7
homélogos (ABALOS et al, 2001). Muitas vezes andlises de RMN sao utiéizad
objetivando  confirmar as  estruturas propostas nasalises de massa
(PORNSUNTHORNTAWEEet al, 2008; MONTEIRCet al, 2007).

2.4. Propriedades fisico-quimicas de ramnolipideos

Os ramnolipideos produzidos g@raeruginosaao capazes de diminuir tanto a tensao
interfacial da agua contra o hexadecano para 1 M@EWERRA-SANTOSet al, 1986),
quanto a tensao superficial da agua (72 mN/m) pal@es entre 25-30 mN/m (DESAI &
BANAT, 1997). Essas propriedades podem variar encda dos diferentes homélogos
produzidos, conforme ja mencionado anteriormentdBELA 2), tornando-0os mais ou
menos eficientes, dependendo da aplicacdo desdfamaexemplo, biossurfactantes que
diminuem a tensédo superficial com menores valoee€MC séo preferiveis de um ponto de
vista econdmico; entretanto, para estudos de bmmu&cdo utilizando consorcios
microbianos, alguns destes biossurfactantes poderarcex efeitos tdxicos aos
microrganismos quando se acumulam em valores raaitna de sua CMC (WHANGt al.,
2008), ou podem tornar indisponiveis 0s substraidrofobicos, devido ao seu

aprisionamento nas micelas.

Os monorramnolipideos sdo em geral mais eficiem&ssolubilizacdo de compostos
hidrofobicos, por apresentarem maior carater apolarenores valores de CMC. Entretanto,
em uma posterior etapa de mineralizacdo, a presgmgcamposto hidrofébico solubilizado
mais fortemente nas micelas de monorramnolipigegjsidica 0 acesso dos microrganismos a
estes compostos (ZHAN@t al., 1997). Sendo assim, o uso de dirramnolipideois®a t
favoravel se o objetivo de sua aplicacéo for, mAa eemocao de contaminantes hidrofobicos,
mas também sua posterior mineralizacdo. Pode-s#uogressa forma, que a degradacgao de
contaminantes hidrofébicos resulta de uma combmeagée sua solubilizacdo e sua posterior
disponibilidade dentro das micelas do surfactafiemo ressaltado anteriormente, o0s
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ramnolipideos sdo produzidos como uma mistura aedlogos muito semelhantes, o que
muitas vezes dificulta a separacdo de quantidadbegiduais de cada um dos componentes
para posteriores estudos de aplicacdo. Além dssmysto do processo de separacdo dos
homologos é proibitivo para viabilizar a sua aglé@ na industria. Por outro lado, a mistura
de homdlogos pode possuir propriedades fisico-gqasnique favorecam aplicacfes
ambientais, propriedades estas que serdao resutfadeomposicdo estrutural de cada
homologo presente e da proporcdo que cada um rglessenta na mistura (ABALGS al,
2001). Por exemplo, valores de CMC de 110 mg/Lrefortados para o homologo R -

Ci0, €nquanto que uma mistura contendo 60% de,-BhaCip € 20% de Rha-+gCio
apresenta uma CMC de apenas 53 mg/L (ABAIgD&EIl, 2001; MATA-SANDOVAL et al,
1999). Camilios Netcet al, (2009), para o mesmo organismo do presentelli@beas
utilizando a técnica de fermentacdo solida, sepaogrupos de homoélogos de mono e
dirramnolipideos por meio de cromatografia FLASH @rtuna de silica gel 60 e encontrou
valores de CMC de 31,7 mg/L para uma mistura caaeapenas homoélogos de
monorramnolipideos , valor menor que o0 apresentpeta mistura contendo o0s
monorramnolipideos e seus correspondentes dirrgoheds (48,3 mg/L) e que a mistura
contendo apenas dirramnolipideos (58,9 mg/L).

O comprimento das cadeias de &cidos graxos e sermp& de insaturacdes
nessas cadeias também influenciam nas propriedfidie®-quimicas. O aumento do
comprimento da cadeia carbdnica contribui pararoeso do carater apolar da molécula,
favorecendo menores valores de CMC, enquanto quesenca uma ou mais insaturacdes
nessa cadeia carbOnica altera a conformacdo daécuted que formam as micelas,
interferindo negativamente na CMC, ou seja, acamdel aumentos nos valores desse
parametro (HABAet al, 2003; ABALOSet al, 2001; MATA-SANDOVAL, et al, 1999).

Outro indicador comumente utilizado para meditiagdade surfactante é o indice de
emulsificacdo, que é definido como a capacidadsotlazdo contendo o biossurfactante, ou
uma mistura de biossurfactantes, de solubilizaereiftes hidrocarbonetos. O indice de
emulsificacdo ) é obtido medindo-se a altura da camada emulstorfach) apés um
determinado tempo, dividindo-se pela altura total liduido e multiplicando-se por 100
(COOPER & GOLDEMBERG, 1983). Alguns valores Bg (indice de emulsificacdo apds
24h) encontrados para diferentesidtocarbonetos estdo listados na TABELA 5.
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TABELA 5. INDICES DE EMULSIFICACAO DE RAMNOLIPIDEOSPRODUZIDOS
POR DIFERENTES CEPAS DBEPseudomonas aeruginos®BTIDOS FRENTE A
DIFERENTES HIDROCARBONETOS

Microrganismo E2s Ezs E2s Referéncia
Diesel Gasolina  Querosene
Pseudomonas aeruginosa 64 60 65 Monteiret al, 2007.
UFPEDA 614
Pseudomonas aerugino&sl nd nd 50 Benincasa &
Accorsini, 2008
Pseudomonas aeruginosa 74 nd 71 Weet al, 2008
EM1
Pseudomonas aerugino&dl nd nd 92 Costeat al, 2006
Pseudomonas aeruginosa 66 47 56 Kumaet al., 2008
DHT2
Pseudomonas aeruginosa nd 35 15 Rochat al, 2006
Pseudomonas aerugino&al nd nd 71 Nitschket al, 2005

nd: ndo determinado

2.5. AplicacOes dos Biossurfactantes

Praticamente todos os surfactantes quimicos wtdana industria séo sintetizados a
partir do petroleo (CAMEOTRA & MAKKAR, 1998), o ques torna ecologicamente
nocivos. Em primeiro lugar, por serem originadgs#gir de uma fonte ndo renovavel, e em
segundo lugar, devido a fatores como toxicidadsultactante aos microrganismos presentes
no ambiente, diminuindo assim as taxas de biodagémdde possiveis contaminantes por
estes microrganismos (CHRISTOFI & IVSHNA, 2002)r Paotro lado, os biossurfactantes
possuem diversas vantagens, pois sao ndo toxicambiente e sdo biodegradaveis, sendo
compativeis com os ciclos biogeoquimicos (HABAal, 2000). O grande obstaculo que
torna os biossurfactantes incapazes de competieroigdmente com os surfactantes quimicos
€ 0 seu alto custo de producéo (PATEL & DESAI, 1987que estimula o desenvolvimento
de pesquisas para reduzir estes custos.

Os surfactantes podem ser utilizados em praticamteaos os setores da industria
moderna (TABELA 6) (CAMEOTRA & MAKKAR, 1998), poisua natureza anfipatica
confere a eles a propriedade de formar microemsispessibilitando a solubilizacdo de
compostos hidrofobicos em agua. Devido a isto, sypisacdes sdo diversas, tais como
emulsificantes em industrias de alimentos e de étisas (KIM et al, 1997), componentes
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de produtos domésticos e industriais de limpezalittvos na industria de construgéo civil e
do petrdleo (SALAGER, 2002).

Os biossurfactantes podem ser utilizados em tostes segmentos citados acima, mas
sua compatibilidade ecologica faz com que sejareoiginente apropriados para 0 uso em
processos que envolvem a dispersdo de surfactanmtesmeio-ambiente, tais como a
biorremediacéo de solos e aquiferos contaminadosqmopostos recalcitrantes hidrofobicos
(BONILLA et al, 2005), em recuperacdo melhorada de petréleo (ME©Bomo agentes de
controle biolégico, no combate a doencas e pra@BELA 6) (NIELSEN et al, 1999).

O uso de biossurfactantes em processos de remegémnpostos lipidicos, tais como
hidrocarbonetos volateis, 6leos vegetais, residdas industria petrolifera e outros
contaminantes presentes em solos ou efluentegjipp@meras vantagens em relacdo ao uso
de surfactantes quimicos. A primeira, que ja fossaftada anteriormente, é a
biodegradabilidade dos biossurfactantes, que oa wmpativeis ecologicamente. A segunda
€ gue, para que os contaminantes hidrofobicos mess@&o solo passem para o interior das
micelas ou das vesiculas formadas pelo surfactanteecessario que este esteja em
concentracdes acima de sua CMC (KUYUKINAal, 2005), que € geralmente menor para
0s biossurfactantes, em comparagdo aos surfactqnbedcos. Além disso, na maioria das
vezes, 0s surfactantes quimicos apresentam eiieibit®rios sobre a comunidade microbiana
degradadora quando utilizados na sua CMC ou emegsuperiores (WHANGt al, 2008).
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TABELA 6. BIOSSURFACTANTES E RAMOS INDUSTRIAIS DERLICACAO

Ramo Aplicacéo Funcéo do Biossurfactante
industrial
Petrdleo Recuperacdo Melhorada Reducgéo da viscosidade de 0Oleos, recuperagéo de
de Petrdleo (MEOR) Oleo residual
Desemulsificante Quebra de emulsdes, solubilizacéo, reducao da
viscosidade, agente umectante
Remediacao Emulsificacdo através da aderéncia ao
Soil washing, hidrocarboneto, dispersante, agente de espuma,
Soil flushing detergente
Ingrediente funcional Interacéo com lipideos, proteinas e carboidratos,

agente protetor.

Bioldgico Microbiologia Comportamento fisiologico como mobdde
celular, comunicacéo celular
Farmacéutica Antibacteriana, antifingica, antiyiaglentes
penetrantes e umectantes
Agricultura  Biocontrole Facilita mecanismos associados ao

microrganismo como parasitismo, competi¢cao,
resisténcia sistémica induzida e hipoviruléncia
Emulsificantes, agentes de espuma,

Cosmética solubilizadores, umectantes, agentes de limpeza

Fonte: adaptado de Singhal, (2007).
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3. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Considerando as vantagens associadas ao uso dmirfactantes e a auséncia de
processos industriais j& implantados para a sudupém, principalmente devido ao seu
elevado custo, o objetivo geral desta dissertac@stédar o processo de producdo de
ramnolipideos porPseudomonas aeruginoSdFPEDA 614 e determinar a composicao
estrutural dos homologos ao longo do tempo de egédy na condicdo otimizada, e suas

propriedades fisico-quimicas.

Objetivos especificos:

Otimizar a producéo de ramnolipideos, por meioetieéntacdo submersa, tomando por base
os resultados indicados pelos experimentos de edatiento fatorial com superficie de
resposta realizados anteriormente (MONTEIRO, 20@5f)ando as relagbes C/N.

Selecionar os componentes do meio de fermentac&oirgluenciam positivamente na

guantidade e nas propriedades fisico-quimicas gturaide ramnolipideos produzida.

Caracterizar, utilizando técnicas cromatograficaE®-MS (Espectrometria de Massas
acoplada a lonizacgéao por Eletrospray), os compastosatividade surfactante produzidos na

condicao otimizada, em diferentes tempos de cultivo

Determinar as propriedades fisico-quimicas da mastade homodlogos produzida,

relacionando-as, quando possivel, com a sua cogduosiolecular e estrutural.



4. MATERIAIS E METODOS
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Microrganismo

O microrganismo utilizado neste trabalho foi aaeje Pseudomonas aeruginosa
UFPEDA 614, cepa originalmente isolada de uma alagetroquimica em Canto do Amaro,
Rio Grande do Norte, gentilmente cedida pelo Depaghto de Antibidticos da Universidade
Federal do Pernambuco. Esta cepa jA& vem sendaadtlipara estudos de producdo de
biossurfactante no Laboratorio de Tecnologia Endcade Biocatalise, Departamento de
Quimica da UFPR (CAMILIOS NET@t al, 2009, 2008; MONTEIRO, 2007; MONTEIRO
et al, 2007; MEIRA, 2007). O microrganismo foi mantidm @lacas com meio soélido agar
triptico de soja (TSA) a 4°C, com repicagens mansai

4.2. Pré - in6culo

O pré-indculo foi realizado em erlenmeyers de #H0 contendo 50 mL do meio
Luria-Bertani (LB), a 38C e 200 rpm durante o tempo necessario para sgiratima
densidade optica (D.O.) no comprimento de ondlal¢ 600 nm, igual a 0,8 — 1,0, valor este
equivalente a aproximadamente® 1€lulas/mL. Uma quantidade pré-determinada desta

cultura foi entdo inoculada em erlenmeyers contena®io de fermentagao.

4.3. Producgdao do Biossurfactante

Todos os estudos foram realizados em fermenta¢éinessa. Inicialmente, utilizou-se
um meio mineral constituido de: (g/L) 3,0 ¥#O,, 7,0 KHPQO, 0,2 MgSQ, glicerol
(concentragdes de 30, 60, 90, 120 e 150 g/L) ed$y (concentracdes de 0,5 g/L e 1 g/L),
conforme descrito por Monteiro (2007). O meio ddivo foi esterilizado em autoclave a
120°C por 15 min.
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4.4. Otimizacgao das condic¢des de producao

Estes experimentos foram realizados paracdatinuidade do trabalho realizado por
Monteiro (2007), que fez um delineamento fatorfah8ompleto no seu estudo da otimizacéo
da producédo de ramnolipideos poraeruginosdJFPEDA 614.

As variaveis estudadas por Monteiro (2007) forancoacentracdo de glicerol,
concentracdo de fonte de nitrogénio (¥S0O,) e concentracdo de sulfato de ferro (FIGURA
5). Foi atingido um maximo de producdo de 12,4 g/teus resultados indicaram que um
aumento na concentracao de glicerol (acima de/l30 gor consequéncia, um aumento na
relacdo C/N (area em vermelho na FIGURA 5), podegpeopiciar um aumento da producao
de ramnolipideos. O delineamento também sugeriwugquaumento do tempo de cultivo para

acima de 168 h poderia propiciar um aumento dayg@m de ramnolipideos.
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FIGURA 5. SUPERFICIE DE RESPOSTA OBTIDA NOS EXPERINTOS DE
DELINEAMENTO FATORIAL REALIZADOS POR Monteircet al (2007)

Inicialmente, foi realizada uma curva de crescimefFIGURA 6) com o
microrganismo. Para tal, a bactéria foi previamémeulada em meio sélido TSA por 24 h e
em seguida as placas foram raspadas e as ceélgaspendidas em solucao salina 0,1%

(m/v). Um mililitrodesta suspensdo de células, endo 18 células/mL (determinada pela
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contagem de células em camara de Neubauer), fouledo em meio liquido Luria-Bertani
(LB), a 3CC e 200 rpm por 24 h. A cada 2 h, amostras forditadas de maneira asséptica,
mensurando-se a D.O. a 600 nm e o numero de célliBmando uma camara de Neubauer.
Diluicdes foram realizadas quando necessariozatitio agua destilada na determinacdo da
D.O. e solucéo salina 0,1% (m/v) para a contageneéhidas.

Com o objetivo de analisar a influéncia do aumelstaelacdo C/N, foram realizados
experimentos utilizando o meio de fermentacdo desamo item 4.3 com relacbes
carbono/nitrogénio (C/N) de 55 ou maiores, viste qu trabalho de Monteiro (2007)
demonstrou que relagcbes C/N menores prejudicano@upéo de biossurfactante por este
microrganismo. Primeiramente, a concentracao datesudle amonio (fonte de nitrogénio) foi
reduzida de 1,0 g/L (C/N 55, utilizando 30 g/L deegol) para 0,5 g/L (C/N 110, também
utilizando 30g/L de glicerol).

A proxima variavel modificada foi a fonte de cambo Para tanto, concentracdes de
30, 90, e 120 e 150 g/L de glicerol foram adici@asado meio de fermentacéo, rendendo
relacbes C/N de 55, 167, 222 e 278.
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FIGURA 6. CURVA DE CRESCIMENTO DEPseudomonas aeruginotd#PEDA 614 EM
MEIO LIQUIDO LURIA BERTANI (LB)
Legenda9 - contagem de células,- densidade 6ptica (D.O.). Condic¢des: 30°C e péa r
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Foram realizados experimentos preliminares com atonga quantidade de indculo,
visando analisar a influéncia desta variavel. Neato, a quantidade de inéculo adicionado
ao meio de fermentacao foi de 2 e 4 % (v/v) (ngearmentos iniciais foi utilizada apenas a
concentracdo de 2%).

Em todos os experimentos descritos acima, as aslfisram mantidas a temperatura
de 30°C em agitador orbital (200 rpm), pelo tempoessario em cada estudo. Para avaliar a
cinética da producdo dos ramnolipideos pelo miamiggmo, foram retiradas amostras em
intervalos de 24, 48 ou 96 h, dependendo do tewtpbde cultivo a ser utilizado, sendo que
o total de volume retirado nunca excedeu 10% @#évyolume total de meio de cultura. Cada
amostra coletada foi submetida imediatamente aiftegacdo a 800€y por 30 min, e 0
sobrenadante isento de células foi utilizado parsagem de ramnolipideos. Ao final dos
cultivos, o meio restante no frasco erlenmeyer dentrifugado, sendo o volume de
sobrenadante resultante utilizado para analisetenigio superficial (TS) e concentracao

micelar critica (CMC).

4.5. Triagem de componentes do meio de fermentacao

Tendo por base os trabalhos de Guerra-Sagttad, (1984), Guerra-Santost al.
(1986), Oschneet al (1994), Monteiro (2007) e Lang e Wullbrandt (1p88 variaveis do
meio de fermentacdo apresentadas na TABELA 7 fa@lecionadas, visando avaliar a sua
influéncia na producdo de ramnolipideos poraeruginosaOs cultivos foram realizados a

30°C e 200 rpm por sete dias.
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TABELA 7. VARIAVEIS E VALORES SELECIONADOS PARA O &TUDO DE
OTIMIZACAO DA PRODUCAO DE RAMNOLIPIDEOS PORPseudomonas aeruginosa
UFPEDA 614 EM FERMENTACAO SUBMERSA.

Variaveis

Tipos/concentracdes

NaNQ>,, (NH4)2SO4 e NH4NO3
Fonte de nitrogénio
1,2e5¢g/L
Concentragao da fonte de nitrogénio
2 e 4% (viv)
Concentragéo do inéculo

10, 20,30 e 40 g/L
Concentragao de glicerol

4.6. Extracdo dos ramnolipideos

As amostras coletadas durante ou apds o fim daefdaapdo foram submetidas,
qguando necessario, a extracdo liquido-liquido coméodescrito por Camilios Netet al.,
(2008) com algumas modificacdes, visto que as stdpaextracdo solido-liquido ndo foram
necessarias. Apds as amostras serem centrifugadasleira como descrito no item 4.4,
foram submetidas a extracao liquido-liquido emlfdaiseparacéo, utilizando como solvente
organico cloroférmio-metanol (3:1), sendo a progorgle solvente organico utilizado em
relacdo ao volume de sobrenadante de 2:1. Foioadido ao sobrenadante uma solucdo de
KClI 15% (m/v), para auxiliar na quebra da emulsée ¢e forma ao se misturar o
sobrenadante contendo os ramnolipideos e o soleegémico. Apds a extracdo, o solvente
foi removido sob vacuo em evaporador rotatorio @peratura de 35°C. As amostras
resultantes foram secas em estufa a 60°C, obtendo-Bnal uma mistura dos ramnolipideos
(de coloragao variando do marrom ao amarelo), jnaetde com a piocianina, um pigmento
de coloracdo azul-esverdeada produzidop@eruginosgHASSETet al, 1992).
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4.7. Métodos Analiticos

4.7.1. Determinacdo do crescimento bacteriano

O crescimento bacteriano foi acompanhado pela rdetacdo da D.O. no meio de
cultivo em espectrofotometro UV-240 IPC, Shimadzu,comprimento de onda)(de 600
nm, conforme descrito no item 4.4. Paralelamentegescimento foi avaliado por gravimetria,
determinado-se 0 peso seco da amostra, sendoegie,aaso, 2 mL do meio de fermentacao
foram coletados e centrifugados (886020 min), lavados com solucdo de NaCl 0,9% (m/v),
e centrifugados novamente. Feito isso, as amoftrasn submetidas a aquecimento em

estufa a 80 — 100°C até peso constante. As anfiises realizadas em duplicata.

4.7.2. Determinacédo da tenséo superficial (TS)

A medida da tensédo superficial foi realizada massras purificadas utilizando-se o
tensidbmetro Kriss Processor Tensiometer modelo(Kaburgo, Alemanha), equipamento
disponivel no Departamento de Fisica da UFPR. Aoduddgia utilizada nas analises foi o
método de Du Nouy do anel, utilizando um anel daiqd. Neste método, a amostra é
colocada em um recipiente do aparelho, com o amelaimente submerso. Uma forca
adicional é exercida sobre o anel no momento nbajléanina do liquido vai se romper, e &
entdo determinada a tensao superficial (Kriss,)1994

As condi¢Bes de analise padronizadas para todessasos foram: volume médio da
amostra de 40 mL e temperatura ambiente. O equipani@ calibrado sempre no inicio e

término das analises medindo-se a tensdo supedacigua destilada (em média, 72mN/m).

4.7.3. Determinacdo da Concentracédo Micelar Cr{®dC)

A CMC foi calculada diluindo o meio de cultura isenle células com igual volume
de agua destilada, segundo técnica descrita pqp8teke Mulligan (1987). Apos feitas tais
diluicdes, foi realizada a medida da tensdo suparfdas amostras e foi construido um

gréfico da tenséo superficial contra diferentesceatracdes de acgucares totais, expressas em
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ramnose, onde a CMC corresponde ao ponto centraifliéedo da curva. As medidas de
tensao superficial foram determinadas até que lmsegobtidos se aproximaram da tenséo

superficial da agua destilada.

4.7.4. Medida do indice de Emulsificaci® )

O indice de emulsificacade4s) foi realizado segundo a metodologia descrita por
Cooper e Goldenberg (1987). Em tubos de ensaiamfatistribuidos 6 mL de diferentes
hidrocarbonetos (querosene, gasolina e diesel)ostefpormente, adicionou-se 4 mL de
sobrenadantes obtidos do meio de cultivo apos iftegdacdo a 800 ou de solucdes
contendo os ramnolipideos extraid@ada tubo foi, entdo, submetido a vortex (rotacéo
méaxima) por 2 min e mantido em repouso por 24 mdixeE,, foi determinado medindo-se
a altura da camada emulsionada (cm), dividindo-séa maltura total do liquido e

multiplicando-se por 100 (Equacéo 1). As analisean todas realizadas em duplicata.

E.4 = altura da camada emulsionada (eni00
altura total do liquido (cm)

(Equacéo 1)

4.7.5. Quantificacdo dos ramnolipideos

A guantificacdo indireta de ramnolipideos foi izada pela medida de aglcares totais
pelo método de Duboist al., (1956). A metodologia consistiu na adicdo de 0J5 do
sobrenadante de cultura livre de células em tubadie de 20 mL, seguido da adi¢cdo de 0,5
mL de solucao de fenol 5% (m/v), mais 2,5 mL del@dsulfrico concentrado. A mistura foi
homogeneizada com o auxilio de um vortex e debaadarepouso por 15 min. Apds esse
periodo, fez-se a leitura da absorbancia em egpetimetro a 480 nm contra a agua
destilada. As analises foram todas realizadas iplicata.

A curva de ramnose foi construida utilizando-se wolicdo estoque de ramnose
(Sigma-Aldrich) padrao com 0,936 mg/mL. A partistéesolucéo foram preparadas diluicdes
correspondentes as concentracées (mg/L) de 185360 e 90 em baldes volumétricos de 10

mL. A seguir, 1 mL de cada diluicdo foi adicionastn tubos e a dosagem de agucares totais
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por ramnose foi realizada conforme descrita anteeate. A FIGURA 7 mostra a curva
padrdo de ramnose (mg/L).

Salvo quando houver indicacdo em contrario, osrgalobtidos nas determinacdes de
ramnose foram convertidos para ramnolipideos atililb-se de um fator de converséo de 3,2,
conforme descrito por Camilios Ne¢d al, (2008). Este fator de conversao representa uma

média dos valores citados na literatura.
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FIGURA 7. CURVA PADRAO DE ACUCARES TOTAIS POR RAMNOSE (mg/L),
CONSTRUIDA UTILIZANDO O METODO DE Duboi®t al (1956)

4.7.6. Quantificacao do glicerol

A metodologia utilizada na quantificacado do glatdoi a proposta por Soloni (1971),
com algumas modificacbes (MOURA, 1998).n@todo baseia-se no seguinte principio: o
glicerol é oxidado a formaldeido, pelo metaperiodht sédio. O formaldeido resultante reage
com acetilacetona, em presenca de amonia, formand@omplexo de cor amarela (3,5-
diacetil-1,4 diidrolutidina), que é medido fotomeamente no comprimento de onde de 410
nm (FIGURA 8). Para que esta dosagem fosse realinad amostras com um minimo de
interferéncia, a metodologia foi adaptada de acaaun o apresentado por Sassekial.,

(2001). Devido a alta sensibilidade do método,asrchinacdes foram realizadas utilizando-
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se de diluicbes seriadas, visando minimizar osserAs analises foram realizadas em

triplicata.
HsC o
o} 7
NalO,/H* \ NH CHs
HTZ—OH —— > H—C—H + /CH24> | |
H,C—OH HaC C\\O HC N7 chg
|
H
glicerol formaldeido acetilacetona 3,5 diacetil-1,4-diidrolutidina

FIGURA 8. REACAO QUIMICA DO GLICEROL COM FORMALDEID FORMANDO O
COMPLEXO COLORIMETRICO 3,5-1,4-DIIDROLUTIDINA (416 m), PELO METODO
DE Soloni (1971)

O procedimento utilizado nas determinacfes fa@guste: de uma solucédo padrao de
glicerol (3,0 g diluida em 100 mL de agua destjjadaam retirados 0,5 mL, que foram
diluidos novamente com 14,5 mL de &gua. Esta sol@gidutilizada para se preparar as
amostras com concentracdes que variaram de 10 mg/OL. Preparadas as diluicbes,
amostras de 1 mL de cada concentrdgoéem vertidas em tubos de ensaio, onde adiciorou-s
1 mL de solucdo de metaperiodato de sodio (65 nigad@, dissolvidos em 90 mL de agua
destilada, adicionados de 10 mL de &cido acétie g de acetato de aménio) e 2,5 mL de
uma solucdo contendo acetilacetona (2,5 mL dissaévem 247,5 mL de isopropanol). A
mistura foi agitada em voértex e incubada em banhoava 56C durante 20 min, resultando
em um complexo amarelo que absorve luz em 410 rsmesultados foram comparados com

uma curva padréo de glicerol (FIGURA 9).
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FIGURA 9. CURVA-PADRAO DE GLICEROL, CONSTRUIDA UTIZANDO-SE O

METODO COLORIMETRICO-QUIMICO DE Soloni (1971)

4.7.7. Espectrometria de massas acoplada a ionipagéletrospray

As andlises foram realizadas em um espectrémetroassa (Laboratério de Quimica
de Carboidratos, Departamento de Bioquimica e Bial®/lolecular, UFPR) do tipo triplo
quadrupolo (Quattro LC — Micromass, Manchester, UK) modo de ion negativo. As
amostras foram extraidas da forma como descritdeno 4.6. e solubilizadas em metanol,
sofrendo posteriormente as diluicbes adequaddigzagas com agua deionizada, de modo a
se obter concentracbes entre 0,2 e 0,5 mg/L. Astaasoforam injetadas por infusdo direta,
por bomba de infuséo, obtendo-se um fluxo da orderhOuL/min. As condi¢des de analise
foram: energia do capilar de 2,45 kV, e energiacdoe de 43 V. Para aquisicao dos
espectros, utilizou-se uma faixa de m/z de 2000a 88 abundancias relativas (%) da mistura
de ramnolipideos foram calculadas pela integracao irdensidade relativa de seus

correspondentes ions pseudomoleculares.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Influéncia da relacéo carbono-nitrogénio na a@mizacédo das condi¢cdes de producao

de ramnolipideos

5.1.1. Aumento da relagéo carbono-nitrogénio perandicdo da quantidade de nitrogénio

Com o objetivo de observar se o aumeatdarelacdo C/N influenciaria positivamente
na producdo de ramnolipideos, foram realizadosrarpatos com relacoes C/N de 55 e de
110. Para isso, manteve-se constante a concentlacfimte de carbono (glicerol, 30 g/L) e
variou-se a concentracao se sulfato de amoniog/l,(para a relacdo C/N de 55 e 0,5 g/L
para a relacdo C/N de 110). Os resultados estatvados na FIGURA 10.

Ramnolipideos (g/L)
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FIGURA 10. EFEITO DA RELACAO CARBONO-NITROGENIO (68)) NA PRODUCAO
DE RAMNOLIPIDEOS PORPseudomonas aeruginosdiEPEDA 614
Legendas - C/N 55 em - C/N 110. Fonte de carbono: glicerol (30 g/L)n@igdes 30°C, 200 rpm.
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Observou-se (FIGURA 10) que, até os primeiros digis do experimento, as curvas
apresentaram perfis similares; porém, a partir d&irreu uma maior producdo de
ramnolipideos para a relagcdo C/N 55, atingindo;4eg/l. ao final do cultivo (15 diasyjue
corresponde a um valor 40% maior em comparacaoaa@aondicdo que utilizou a relacao
C/N de 110. Mesmo que este valor final de prodwgoamnolipideos (7,4 g/L) seja menor
do que o obtido por Monteiro (2007), que obtevemaximo de 12,4 g/L em 9 dias, estes
experimentos mostram que provavelmente néo se ygddear relacdes C/N superiores a 55.
Neste caso, o teor de nitrogénio mais baixo (Q,5dg/ sulfato de amonio) pode néo ter sido
suficiente para promover o crescimento do micragyag, prejudicando assim a producgao de
ramnolipideos. Estes resultados mostraram que, u® sp refere a relacdo C/N, o
delineamento fatorial realizado por Monteiro (20@fingiu a condicdo Otima em C/N 55,
utilizando glicerol (30 g/L) como fonte de carbamsulfato de amonio (1 g/L) como fonte de
nitrogénio para producéo de ramnolipideos. Poiodatio, a indicacdo do aumento do tempo
de cultivo para maior producdo dos ramnolipideosdabno delineamento de Monteiro
(2007), que interrompeu os cultivos depois de 8,¢ieovou ser verdadeira, sendo que até o

tempo de 360 h (15 dias) a quantidade de ramnelygidontinuou aumentando.

5.1.2. Aumento da relagdo carbono-nitrogénio pelmento da concentracdo da fonte de

carbono (glicerol)

Para explorar o efeito da variacdo das concentsaci@e glicerol no meio, sem
alteracéo da concentracédo da fonte de nitrogéoiant realizados os experimentos descritos
a seguir. Variou-se a concentracdo de glicerol Gepara 150 g/L, mantendo-se a
concentracdo de sulfato de aménio em 1 g/L, obteedrelacbes C/N de 55 (30 g/L de
glicerol), 167 (90 g/L de glicerol), 222 (120 gde glicerol) e 278 (150 g/L de glicerol). Os
cultivos foram acompanhados por 7 dias.

Como pode ser visto na FIGURA 11, a maior prodwg@mreu quando se utilizou 30
g/L de glicerol (C/N 55), a mesma condi¢cdo otima&guwbr Monteiro (2007), ou seja, 0
aumento da concentragdo de glicerol para valorésresaque 30 g/L foi prejudicial a sintese
de ramnolipideos. A producdo de ramnolipideos mpsramentos com concentracdes de 90,
120 e 150 g/L decresceu em aproximadamente de 209md condicdo para outra. O uso de
concentracbes de glicerol acima de 30 g/L ndo pvemmoaumento na producao,

provavelmente porque altas concentracdes de dliasoo meio, devido a sua maior
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viscosidade, limitaram a transferéncia de oxigétefeito difusional), prejudicando o
crescimento do microrganismo e a producdo do hifzagante, conforme ja verificado nos
experimentos anteriores. Estes experimentos nmostrae, de fato, o que prejudica a
producao de biossurfactantes € o efeito difusioaatado pelo excesso de glicerol no meio,

pois a concentracdo da fonte de nitrogénio foi rdardonstante nos experimentos.
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FIGURA 11. EFEITO DA CONCENTRACAO DE GLICEROL NA FRFOUCAO DE
RAMNOLIPIDEOS PORPseudomonas aeruginosdePEDA 614
Fonte de nitrogénio (NhLSO, (1 g/L). Condigdes: 30°C, 200 rpm, 7 dias.

Resultados similares foram apresentados por GGamtoset al., (1986). Neste
estudo, a maior producdo de ramnolipidgioS g/L) foi alcancada utilizando como fonte de
carbono a glicose na concentracdo de 73 g/L, sgad®m aumento da concentracdo para 98
g/L foi extremamente prejudicial, causando dimidoigla quantidade de ramnolipideos no
meio que, segundo os autores, também foi causadugilemas difusionais.

Como ja mostrado anteriormente na revisao datites, ndo existe consenso no efeito
da relacdo C/N na producéo de ramnolipideos, qde per dependente da cepa, das fontes de
carbono e de nitrogénio utilizadas. Por exemplactes C/N maiores que 18 diminuiram

drasticamente a producdo de ramnolipideos quanglocase foi utilizada como fonte de
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carbono, na concentragdo de 18 g/L (GUERRA-SANTD&L, 1984). Uma relagdo C/N
Otima de 26 foi encontrada quan@oaeruginosé&EM1 foi cultivada em um meio contendo 40
g/L de glucose como fonte de carbono, sendo gaedes C/N maiores que 52 afetaram
drasticamente o rendimento de ramnolipideos, gegatha apresentar um decréscimo de
95% com uma relacdo C/N de 133; quando a fonteadeono utilizada foi o glicerol, a
melhor relacdo C/N foi de 52, sendo que novamergenosento da relacdo C/N para 133 foi
extremamente prejudicial para a producéo de rapidelos (WUet al, 2008). Estes dados
estdo de acordo com os apresentados nas FIGURAS 10Embora seja um fato conhecido
que a producdo de ramnolipideos seja estimuladaguaticdes de limitacdo de nitrogénio
(BENINCASA et al, 2002; MULLIGAN & GIBBS, 1989), os resultados apeatados
sugerem que pode estar ocorrendo um possivel éfiditdrio no metabolismo da bactéria,

devido a uma provavel deficiéncia no transportexdgénio e de nutrientes.

5.1.3. Efeito da concentragéo do inéculo

Diante dos resultados obtidos nos experiment@udesnto da relagdo C/N realizados
anteriormente, no proximo experimento foram estadadconcentragdo inicial do indculo (2
e 4%, v/v) e a concentracdo de glicerol (30 e &), gisando avaliar se ocorrem interacdes
entre estes dois fatores que resultassem em augeptoducio de ramnolipideos.

Os melhores resultados (FIGURA 12), foram obtidoanglo se utilizou 2% (v/v) de
in6culo e 30 g/L de glicerol ou 4% inéculo e 60 gk glicerol (10,5 g/L, 21 dias), sendo que
a condi¢cdo com 4% inoculo e 30 g/L de glicerol spntou um valor ligeiramente superior
(11,2 g/L). Um aumento apenas na concentracaoickrgl para 60 g/L novamente resultou
em menor producdo de ramnolipideos (8,0 g/L), qoatmimparada as outras condicdes

testadas, resultados esses que estdo de acordms@presentados na FIGURA 11.
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FIGURA 12. EFEITO DA VARIACAO DA CONCENTRACAO DE INCULO E DO
TEOR DE GLICEROL NA PRODUCAO DE RAMNOLIPIDEOS PORseudomonas
aeruginosaJFPEDA 614

Legenda: 2% in6culo e 30 g/L gliceral), 4% indculo e 30 g/L glicerol ), 2% indculo e 60 g/L
glicerol (A) e 4% in6culo 60 g/L glicerokj. Condi¢Bes: 30°C e 200 rpm.

5.2. Triagem dos componentes do meio de fermentacao

Diante dos resultados obtidos nos experimentasiargs, que tinham como objetivo
explorar as informagdes obtidas com o delineamfattwial realizado por Monteiro (2007),
que apontavam para uma maior producdo de ramnedipidom o aumento da razdo C/N, e
que mostraram que o0 aumento dessa relacdo no meiejédicial para producdo de
ramnolipideos, foi estudado o efeito de diferefveses de nitrogénio (NaNCe NH;NOg).
Além disso, como variaram 0os meios de cultura,nfoesstudados novamente os efeitos das
concentracdes de indculo e de glicerol para asshomadicdes. Para viabilizar a execucgdo dos
experimentos e sabendo-se que a evolugcdo da pmwdigdamnolipideos € diretamente
proporcional ao tempo de cultivo, optou-se por tesnge cultivo menores (sete ou oito dias).

Todos os experimentos foram realizados em triglicat
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5.2.1. Efeito da fonte de nitrogénio

Na FIGURA 13 pode-se constatar que NaNONH,NO; apresentaram resultados
ligeiramente melhores (6,2 g/L) em relacdo ao meedio de ramnolipideos quando
comparados ao sulfato de amonio (condicao padraa/b). Estes resultados estédo de acordo
com os apresentados por Ariebal.,(1996) que investigaram a influéncia do nitratesddio
e do sulfato de aménio (ambos na concentracdo @gl&)5 na producdo de ramnolipideos,
obtendo 11,2 g/L e 4,48 g/L para 7 dias de culpiam nitrato de sédio e o sulfato de aménio,
respectivamente. Sendo assim, estas duas fontes fscolhidas para serem utilizadas nas
fermentacdes posteriores.
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FIGURA 13. EFEITO DA FONTE DE NITROGENIO NA PRODUQA DE
RAMNOLIPIDEOS PORPseudomonas aeruginosiFPEDA 614
Fonte de carbono: glicerol 30 g/L. Fontes de né&rog: NHNO; (0,5 g/L), NaNQ (1,0 g/L) e

(NH4).S0O;, (1,0 g/L). Condigdes: 30°C, 200 rpm, 7 dias.
5.2.2. Efeito combinado da concentracdo de inéewla fonte de nitrogénio

No préximo bloco de experimentos foram utilizadagontes de nitrogénio NaN@

NH4NOs3;, mantendo-se o glicerol na concentracédo de 30eg¥lariando-se a concentracdo de
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in6culo adicionado ao meio (2 e 4%, v/v). Os reglds obtidos (FIGURA 13) permitem
concluir que o uso de uma concentragdo de in6@I¥A (v/v) e nitrato de sédio como fonte
de nitrogénio proporcionou uma maior producao dendipideos (6,0 g/L).

A maioria dos relatos existentes (ABOUSEOWDal., 2008; RAZA et al., 2007,
COSTA et al, 2006) ndo investiga a influéncia da variavel emiacdo de inéculo na
producédo final de ramnolipideos. O volume de indautilizado, quando relatado, € quase
sempre de 2% (v/v), com excecédo dos trabalhos det\&ly (2008) e Benincasa & Accorsini
(2008), onde se utilizou um volume de in6culo de, 5y@e ndo ocasionou aumento
significativo na producdo de ramnolipideos (7,3261g/L, respectivamente). Com base
nestes resultados, nitrato de sddio foi selecionadimo fonte de nitrogénio para os

experimentos posteriores, além do volume de inGeulsido fixado em 4% (v/v).

5.2.3. Concentracao da fonte de nitrogénio

Estabelecida a fonte de nitrogénio a ser utilizafda testado o efeito da sua
concentracdo na producdo de ramnolipid€msno pode ser observado na FIGURA 13, a
concentracdo mais efetiva dentre as estudadasdei & g/L, o que esta de acordo com o
trabalho de Arinoet al. (1996), onde a producdo de ramnolipideos Pseudomonas
aeruginosaGL1 aumentou significativamente quando concengagi@ até 5 g/L de nitrato de
sédio foram utilizadas, (obtendo-se 18,5 g/Lamnolipideos com 8 dias de cultivo, sendo
que concentracbes maiores diminuiram a produgéalos et al., (2002) obtiveramuma
producao final de 18,7 g/L de ramnolipideos quaRdaeruginosaAT 10 foi cultivada em
um meio de fermentacdo onde a concentracdo de Nabl@neio era de 4,6 g/L, muito
proxima a concentracdo (5 g/L) que promoveu a mghnoducéo final de ramnolipideos
(13,6 g/L), mostrada na FIGURA 15. Sendo assirtg &8 a concentragdo utilizada nos

experimentos posteriores.
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FIGURA 14. EFEITO DAS VARIAVEIS CONCENTRACAO DE INOULO E FONTE DE
NITROGENIO NA PRODUCAO DE RAMNOLIPIDEOS PORseudomonas aeruginosa
UFPEDA 614

Legenda: 4% indculo e nitrato de s6di), (4% inoculo e nitrato de amoéni=)( 2% indculo e nitrato
de sédio @), e 2% indculo e nitrato de aménia) (Fonte de carbono: glicerol (30 g/L). Condicdes:
30°C, 200 rpm, 8 dias.
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FIGURA 15. EFEITO DA CONCENIRAGCAO DE NITRATO DE SUD NA I-’RODU(;AO
DE RAMNOLIPIDEOS PORPseudomonas aeruginosdiEPEDA 614
Fonte de carbono: glicerol (30 g/L). CondicbesC3@00 rpm, 7 dias.
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5.2.4. Efeito da concentragéo de glicerol

Estabelecidas as concentracdes de nitrato de s@iandculo que proporcionaram o0s
melhores resultados, estas foram fixadas e vagaueoncentracao de glicerol adicionado ao
meio. Como pode ser observado na FIGURA 16, a m@ittmlucdo de ramnolipideos foi de
15,0 g/L apds 7 dias de cultivo, quando foramaagdios 40 g/L de glicerol.
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FIGURA 16. EFEITO DA CONCENTRACAO DE GLICEROL NA RFPOUCAO DE
RAMNOLIPIDEOS PORPseudomonas aeruginosiFPEDA 614
Fonte de nitrogénio: NaN@5g/L). Condic¢des: 30°C, 200 rpm, 7 dias.

5.3. Cinética de producao de ramnolipideos

A FIGURA 17 mostra a cinética de producao de rdipitteos, o consumo de glicerol
e biomassa microbiana produzida utilizando as «dedi selecionadas no item 5.2.
Analisando-se a FIGURA 16, pode-se constatar qu®a@ucdo de ramnolipideos apresenta-
se em forma crescente do segundo ao quarto dialtieoc sendo que no quarto dia essa

producao sofre uma desaceleracéo, que coincideocesgotamento do conteudo de glicerol
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no meio. Em relagdo a biomassa, verifica-se quécoorganismo diminui sua velocidade de

crescimento também no quarto dia, entrando emdiaskeclinio a partir do quinto dia.
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FIGURA 17. CINETICA DE PRODUQAO DE RAMNOLIPIDEOS PORPseudomonas
aeruginosaJFPEDA 614

Legenda: producdo de ramnolipide®¥, consumo de glicerol&), e crescimento (biomassas)(
Inoculo 4% (v/v), fonte de nitrogénio: NaN( g/L), fonte de carbono: glicerol (40 g/L). Cagiks:
30°C e 200 rpm.

Tendo por base os dados apresentados na FIGURA TABELA 8 foi montada.
Nela, os melhores resultados sdo comparados camndicéo de fermentacdo desenvolvida
por Monteiro (2007). Observa-se que a condicéo riantela fermentacdo rendeu um
coeficiente Yp/s (rendimento do produto em relaa@osubstratomaior (0,41) do que o
apresentado aqui, fator influenciado pela maiomtjdade de glicerol utilizada na condicao
otimizada. Porém, ao se comparar a produtividadiemétrica (Qp, g/L.h) verifica-se que a
condicédo desenvolvida neste trabalho apresentaalon aproximadamente 40% maior que 0
apresentado por Monteiro (2007), fato que esté&cimiado ao menor tempo de cultivo

necessario na condi¢cao aqui desenvolvida para géodios ramnolipideos.
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TABELA 8. COMPARACAO ENTRE OS RENDIMENTOS E PRODWIDADES DE
RAMNOLIPIDEOS EM DIFERENTES CONDICOES DE CULTIVO

Referéncias Glicerol  Fonte de Nitrogénio Ramnolipideos Yp/s t Qp
(g/L) (g/L) (g/L) (h)
(g/L.h)
Este trabalho 40 NaNd5) 15,9 0,39 168 0,095
Monteiro, 30 (NH,)2SOy (1) 12,4 0,41 216 0,057
2007

Yp/s - coeficiente de rendimento do produto formado exfacdo ao consumo de substrato
(biossurfactante/glicerolf)p - produtividade volumétricaquantidade de produto/L de cultivo x h.

Tendo por base estes resultados, foi realizadanowa fermentacao, onde se optou
por utilizar a estratégia de alimentar a fermemag@dés um determinado periodo de
crescimento com fonte de carbono (batelada alidahtabjetivando manter a producéo de
ramnolipideos na fase ascendente, visto que fdfiozglo que o esgotamento da fonte de
carbono influencia diretamente na reducdo da widol@ de producdo dos ramnolipideos.
Com base nos dados apresentados na FIGURA 17 setpor alimentar a fermentacao no
terceiro dia, com as seguintes fontes de carbdao:de soja (32,0 g/L) e glicerol (32,4 g/L).
Para auxiliar na solubilizacdo, as fontes de carbfumam previamente solubilizadas na
concentracdo de 0,8 g/mL, utilizando meio de colisento de glicerol como diluente.

Como pode ser observado na FIGURA 18, o processdatelada alimentada
proporcionou um aumento de até 25% na producaardealipideos, quando alimentado com
Oleo de soja, contrastando com o0s experimentos anfisgmentacédo foi alimentada com
glicerol, que apresentou um rendimento de ramru#Egs menor (17%) do que o apresentado
pelo controle. Provavelmente isto se deva aososfaitfusionais causados por adicdo de
glicerol ao meio, como ja constatado em experingeateriores.

Para os experimentos subsequentes, foi adotadad&c@&o otimizada sem alimentacéo
com Oleo de soja, pois a adicdo deste compostaipadiéicultar a extracdo e a purificacéo
dos ramnolipideos, necessitando, por isso, de zagdb do método de extragdo, 0 que nado

era objetivo do presente trabalho.
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FIGURA 18. EFEITO DO PROCESSO DE ALIMENTACAO DA FEFENTACAO NA
PRODUCAO DE RAMNOLIPIDEOS PORseudomonas aeruginosdiEPEDA 614

No 3° dia de crescimento (76 h) foi realizada ulimaestacdo do meio com glicerol (32,4 gh)) (e

Oleo de soja (32,0)&). O controle ¢) ndo sofreu alimentagéo. Fonte de nitrogénio: Na($Qy/L).
Condi¢des: 30°C e 200 rpm.

5.4. Avaliacdo da variacdo da composicdo moleculag estrutural da mistura de
ramnolipideos durante o cultivo

Um dos objetivos deste trabalho foi estudar a gadada composicdo dos homologos
da mistura produzida p&t. aeruginosanas condi¢cfes de cultivo otimizadas em experingento
anteriores. Para tanto, as amostras produzidasxperiemento mostrado na FIGURA 17
(correspondentes ao 1°, 2° 4°, 7° e 9° dias) famalbmetidas a extracdo com solventes
organicos como descrito no item 4.6. e ressoldnis em metanol, sendo posteriormente
diluidas em agua deionizada e submetidas a améisspectrometro de massas acoplado ao
eletrospray. Os espectros de massa obtidos eststoachos na FIGURA 19

As abundancias relativas de cada homologo mostradasTABELA 9 foram
calculadas conforme descrito no item 4.7.7. Pardhanevisualizacdo da variagcdo dos

homologos, as abundéancias relativas foram plotenlaisa o tempo de cultivo (FIGURA 20a)
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e as concentracdes, obtidas pela multiplicacdcatdaadancias relativas de cada homadlogo
pelo teor de ramnose da amostra, estdo mostraddS&hdrRA 20b.

TABELA 9. ESTRUTURA QUIMICA E ABUNDANCIA RELATIVA DOS HOMOLOGOS
PRESENTES NA MISTURA DE RAMNOLIPIDEOS PRODUZIDOS R(Pseudomonas
aeruginosaJFPEDA 614 EM DIFERENTES TEMPOS DE CULTIVO

Abundancia relativa (%)

Tempo de fermentacéo (dias) 1 2 4 7 9

Estrutura [M—H] m/z
Rha-G-Cip 476 2,5 3,3 4,4 4,1 4,2
Rha-Go-Cio 504 47,3 36,9 21,8 13,9 17,2
Rha-Go-Ci2 531 13,2 8,5 4,4 3,4 3,2
Rha-Cs-Cyo 622 0,0 2,0 8,2 9,9 9,5
Rh&-Ci5-Cio 650 24,5 40,0 52,9 59,6 57,7
Rh&-Ci0-Ci2 678 12,6 12,6 8,3 9,1 8,11

Condic¢des de cultivo: 40 g/L de glicerol e 5 g/LNENG;, conforme FIGURA 17. As amostras foram
solubilizadas na concentragéo de 1 g/L, a exceg&orstra correspondente ao 1° dia de cultivo, que
foi solubilizada na concentracédo de 0,3 g/L.

Os homoélogos predominantes na mistura de ramnebgidem todos os tempos
analisados, correspondem ao monorramnolipideo Rg&ge ao dirramnolipideo R0
Ci10, sSendo que a soma destes dois homologos corresgoadroximadamente 75% do total
de ramnolipideos produzidos, independentementeedgpd de cultivo, corroborando os
resultados anteriormente reportados por muitos resitdMONTEIRO et al, 2007,
SOBERON-CHAVEZ et al, 2005; MAIER & SOBERON-CHAVEZ, 2000; MATA-
SANDOVAL et al, 1999).

Os homdlogos presentes em menores quantidades {IABE foram Rha-G-Cyo,
Rha-Go-Ci2, Rha-Cg-Cio, Rha-Ci0-Cip, perfazendo, juntamente com os homologos
principais, um total de 6 homélogos, os quais fodetectados em todos os tempos de
cultivo, excetuando-se a auséncia do homodlogo,-Rk&,0 no primeiro dia. Este € um
numero menor do que o obtido por Monte@toal (2007), que reportaram 12 homologos
incluindo os monorramnolipideos (6) RhayCi0, Rha-Go-Cs, Rha-G-Cyo, Rha-Go-Ci21 €
Rha-G»Ci9 Rha-G¢-Cy2 e osdirramnolipideos (6) RheCio-Ci0, Rha-C10-Cg, Rha-Cs-Cypo,
Rh&-C10-C12:1,Rh@-C12-C1o € Rha-Cyo-Ca2.



64

100 Lo a
1
%- 650
| 505
] 651
| as0 532 540 67\8
0 1..‘}.;. e Pl.ﬁ"w'- T e ‘“'l'"'I""l"ﬁ}'t""l""l"
100, 504 Lo b
0/,.
i 505 651
] 678
] 476 k 5ﬁ2
0 ATES: B RAas L) LA R ALY LAl R A erprr AR AL Rk R T
100- 650 C
%- 504 651
1 505
] 476 k/ sf 678
0 122 B !“;}"Al_””i” T T ”‘%"I” T L2 LEZH S BaAk I T “\"A‘ﬂ"?""l I
or 650 q
% 651

B %

504
505

476
L,

622

650 e

651

652

I

AN L LA A LA A R ) L s L L) A Ly L Ry L L) L L) LA LLSA) LA AL L) KAL) A
440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 680 700

FIGURA 19. ESPECTROS DE MASSA OBTIDOS COM AS AMO&AR DE
RAMNOLIPIDEOS PRODUZIDOS PORPseudomonas aeruginosdFPEDA 614 EM
DIFERENTES TEMPOS DE CULTIVO, CONFORME AS CONDICOBELECIONADAS
NO ITEM 5.2

As letras a, b, c, d, e correspondem aos temptemientacdo de 1, 2, 4, 7 e 9 dias, respectivamente
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Estas diferencas de niumeros de homélogos para manespa apresentadas acima
podem ser explicadas pela metodologia utilizada. pdesente trabalho ndo foram feitas as
fragmentacdes dos ions necesséarias (utilizando dormie analise MS-MS) para a
identificacdo dos isdmeros com alteracfes na diggmsda cadeia lipidica em relacdo a
molécula de ramnose, ou de insaturacdes na capliei@d, pois o objetivo principal aqui era
o de verificar a variagdo, em funcdo do tempo, aaposicdo dos principais homélogos
Rh&-C;0-Ci0 € Rha-Go-Cio.

Nas primeiras horas da fermentacdo (FIGURA 20a, hd),um predominio do
homologo Rha-G-Cyp, correspondendo, no primeiro dia, a aproximadaen®d® do total de
ramnolipideos produzidos. Porém, jA no 2° dia dmdatacdo a quantidade do homodlogo
Rha-C;0-Cyo j& se iguala a de seu correspondente monorranmiedpNos outros tempos, ha
um predominio dos homologos de dirramnolipideos, (B9 e 75%, nos tempos de
fermentacao de 4, 7 e 9 dias, respectivamente),dastaque para o Rh@;0-Cyo, que chega
a representar, sozinho, 60% do total de homélogumdugidos.

Comparando-se os resultados das analises estsutora o trabalho de Monteiret
al., (2007) (FIGURA 21), onde se utilizou sulfatoateénio (1 g/L) como fonte de nitrogénio
e glicerol (30 g/L) como fonte de carbono, parasess homoélogos comuns aos dois
trabalhos, pode-se verificar que a condigéo utiBzao presente trabalho (40 g/L de glicerol e
5 g/L de NaNQ@) produz uma razdao monorramnolipideo:dirramnoéipidRn..q) de 0,33,
enquanto que no trabalho de Montestal (2007), a Ro.qi Obtida foi de 0,95, para o0 mesmo
tempo de cultivo (9 dias). Houve variacbes tambés homologos menos abundantes Rha-
Cs-Ci0, Rha-G¢-Ci2, Rha-Cgs-Cip, Rha-C,0-Cyo, ressaltando-se que, na condicdo do presente
trabalho, em geral, a producdo dos homadlogos danairolipideos foi favorecida, com todos
os homologos de monorramnolipideos em proporcOemimag que 0s obtidos no estudo de
Monteiro et al (2007). Em conclusao, os resultados mostram gumiadicdes utilizadas no
presente trabalho favoreceram a producao de diotpitheos.

Poucos estudos descrevem a variagdo ao longo dootelm proporgcéo entre o0s
homologos de ramnolipideos produzidos por cepaB. geeruginosacom resultados muitas
vezes contraditorios, como descrito a seguir. Cgaanencionado anteriormente, esses
resultados divergentes podem ser consequénciavelssas fatores, sendo os principais deles,
a cepa deP. aeruginosautilizada, as fontes de carbono e nitrogénio fodes ao
microrganismo durante a fermentacdo e a metodototaditica utilizada para a determinacao

estrutural.



66

ramnolipideos

correspondentes aos homélogos de

Variacdo (em % relativa) dos sinais m/z
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FIGURA 20. VARIACAO DA COMPOSICAO DOS HOMOLOGOS DE
RAMNOLIPIDEOS COM O TEMPO DE CULTIVO PRODUZIDOS PORseudomonas
aeruginosaJFPEDA 614

(@ - Variacdo dos sinais de massa carga (m/z) qmneentes aos homoélogos de mono e
dirramnolipideoslf) variacdo da concentracdo dos homdlogos (em ripmeds). Legenda: - 476
(Rha-G-Cyp), O - 504 (Rha-G-Cyg), A - 531 (Rha-G-Cy), m - 622 (RhagCs-Cyo), A - 650 (Rha
C10-Cip), = - 678 (RhaC,-Cy2). Em (b) os valores obtidos foram multiplicadotapedosagens de
ramnose.
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FIGURA 21. COMPARACAO ENTRE HOMOLOGOS PRODUZIDOS R®seudomonas
aeruginosaJFPEDA 614

Experimentos realizados na condi¢do reportada montéiroet al (2007) (), e no presente trabalho
(w) no mesmo tempo de cultivo.

Nos resultados apresentados por Hetbal. (2003) e Dezieét al. (2000), o homdlogo
Rha-C10-C10€ 0 predominante a partir do 3° ou 4° dia de fetagd@o, ja no estudo de Schenk
et al. (1995), os autores descrevem uma proporcao ingeagmesentada na FIGURA 19, ou
seja, 0 homologo RB&,0-Ci0 OCcOrre em menor propor¢cdo que o homdlogo Riyaks,
com este ultimo tendendo ao aumento a partir diie2de fermentacéao.

A producao preferencial de dirramnolipideos emimheinto dos monorramnolipideos
€ relatada por diversos autores, com diferentegpdende cultivo(WEI et al., 2008;
MONTEIROet al, 2007; NITSCHKEet al, 2005; BENINCASAet al, 2004; DEZIELet al,
2000), sendo que todos estes autores utilizarastratds glicidicos como fonte de carbono.
Da mesma forma, uma predominancia de monorramdelisi € relatada por outro grande
namero de trabalhos (WEt al.,2008; PORNSUNTHORNTAWELEet al, 2008; COST Aet
al., 2006; NITSCHKEet al, 2005; ABALOS et al., 2001), onde os autores utilizam
substratos lipidicos. E, de maneira controvers&rosuestudos citam a predominancia de
monorramnolipideos com o uso de substratos gliw$decde dirramnolipideos com o uso de
substratos lipidicos (WEt al., 2008; BENINCASA & ACCORSINI, 2008; HABAet al.,
2003; SCHENKet al.,1995).
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5.6. Propriedades fisico-quimicasdo biossurfactante produzido por Pseudomonas
aeruginosa UFPEDA 614

Para avaliar as propriedades fisico-quimicas dagimas de ramnolipideos produzidas
por P. aeruginosaforam determinados a concentracdo micelar cr(t@dC) e o indice de
emulsificacao E,4). Para isso, as amostras correspondentes ad,14%,2/° e 9° dias de
fermentacdo (referentes ao cultivo da FIGURA 17Marfo submetidas a extracdo com
solventes organicos, como descrito no item 4.@asse pesadas e ressolubilizadas em agua
destilada na concentracao de 0,1% (mN9. caso da amostra correspondente a 24 h de
fermentacdo, pelo seu maior teor de monorramnegsdconseguiu-se solubilizar apenas
uma quantidade de 0,03%, ao invés dos 0,1% prapostmalmente. Foram entdo realizadas
dosagens de ramnose como descrito no item 4.7r8, @wmbjetivo de se determinar a
quantidade ramnolipideos presentes em cada umsoligges, visto que, durante o processo
de extracdo, muitos compostos produzidos Ppoaeruginosapodem se dissolver na fase
organica utilizada (cloroférmio:metanol 3:1), corpor exemplo a piocianina, pigmento
responsavel pela cor esverdeada desenvolvida palagas deP. aeruginosaem meios
liquidos e solidos (HASSETat al, 1992).

Realizadas as dosagens de ramnose nas amosteas, dplicados novos fatores de
conversdo (calculados como mostrado no Anexo @dadcom o auxilio das determinacdes

estruturais, obtendo-se assim a concentracéo deligideos na solucdo preparada.

5.6.1. Concentracédo Micelar Critica (CMC) e indieeEmulsificacoH.4)

Os resultados de TS foram plotados contra as ctacées e os valores de CMC
foram calculados pelo ponto de inflexdo na curvaeffos 1 - 5) como descrito no item 4.7.3
de materiais e métodos. Na TABELA 10 estdo mossadovalores de CMC [E,4 obtidos
para os diferentes tempos de cultivo.

Neste trabalho, apenas a CMC da mistura de rapidetis correspondente ao
primeiro dia de fermentacdo (15,6 mg/L) diferiungiigativamente das demais, (TABELA
10). Para os indices de emulsificacdo também sicea que as amostras correspondentes
aos primeiros dias (1° e 2° dias) praticamentees&abilizaram as emulsdes de querosene e
gasolina E 0 0), quando comparadas as dos tempos maiores til@dd dias, 77,2, 59,0 e

71,1 respectivamente, para o diesel, gasolina msgiee).
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TABELA 10. RELACAO ENTRE A COMPOSICAO ESTRUTURAL D& AMOSTRAS DE RAMNOLIPIDEOS PRODUZIDOS POR
Pseudomonas aeruginodaFPEDA 614 EM DIFERENTES TEMPOS DE CULTIVO, E ASARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS

APRESENTADAS.
Dias % Rha-Cg- % Rha- % Rha- % Rhay- % Rhay- % Rhay- % mono % di CMC E.sD ExG EQ
Cio C10Cio Ci10C12 Cg-Cio C10Cio Ci0C12 (mg/L)

1 2,46 47,25 13,21 0,00 24,50 12,59 62,91 3709 615, O 0 0
2 3,30 36,92 8,51 1,99 39,96 12,62 48,72 54 58 28,4 51 0 5
4 4,36 21,84 4,42 8,18 52,92 8,28 30,62 69,38 30,0 74 58 72
7 4,08 13,93 3,40 9,89 59,57 9,14 21,40 78,60 30,3 77 62 59
9 4,23 17,18 3,24 9,54 57,71 8,11 24,65 75,35 31,2 77 59 72

Condicdes: 40 g/L de glicerol e 5 g/L de NajNDegenda: TS: tensdo superficial. CMC: concentragi&elar criticaE,,: indice de emulsificacdo — D: diesel,
G: gasolina, Q: querosene.
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Estes resultados acima certamente s&o influércizothposicdo da amostra que, em
24 h, contém aproximadamente 60% de monorramneligig@ com nove dias ja apresenta
75% de dirramnolipideos. Isto sugere que a presgogairramnolipideos cause um aumento
da CMC na mistura. Estes resultados sé@o sustenpatiditeratura, onde a presenca de uma
unidade adicional de ramnose confere maior hidcafdde ao dirramnolipideo em
comparacdo ao mono, e assim concentracfes maierd#rdmnolipideos sdo necessarias
para se estabelecer a formacdo de micelas, aurdentamalor da CMC (ABALOS:t al,
2001).

Camilios Netoet al (2009) analisaram as propriedades fisico-quimittasnesmo
biossurfactante, mas produzido por fermentacdo dadle demonstraram que o0
monorramnolipideo apresenta uma menor CMC e irdbcemulsificacdo menor em relagcéao
ao dirramnolipideo. Estes autores reportaram galde CMC de 31,7 e 58,9 mg/L para os
homologos (isolados) de mono e dirramnolipidecspeetivamente, e de 48,3 mg/L para a
mistura de homadlogos, valor este muito proximo aooatrado por Monteiret al., (2007) -
44,5 mg/L — para o extrato contendo os ramnoligdemduzidos pela mesma bactéria
cultivada em meio liquido. Camilios Ne&t al (2009) ndo avaliaram a propor¢cao dos
principais homologos na mistura, mas Monteit@l. (2007) apresentaram unmy&; de 0,95,
contra 0,33 obtido no presente trabalho, o que padidicar a diferenca nos resultados.

Em relag&o ao indice de emulsificagcdo, embora as@meeferente ao primeiro dia de
fermentacdo tenha apresentado um valor de CMC m@bgs mg/L), esta mesma amostra
apresentou os piores resultados nas analisésd& mesmo a amostra correspondente ao
segundo dia de fermentacdo, que apresentou uma d&ViB,4 mg/L (valor muito préximo
aos das amostras correspondentes ao 4°, 7° es@adfarmentacéo), ndo apresentou valores
de E,4, comparaveis aos apresentados pelas demais amostras

Relacionando-se as composi¢cdes estruturais dagrasieem as propriedades fisico-
quimicas encontradas (TABELA 10), e analisando-smraposicao estrutural da amostra
referente ao 2° dia de cultivo, verifica-se quepglasui mais de 50% de dirramnolipideos em
sua composicao (54%); porém, de acordo com os da@oBABELA 10, observa-se que
destes 54%, 39% correspondem ao homoéloge-RhaCi0 12% ao homédlogo RhaC,5-Cyz €
2% ao homologo RheCs-Cip (que ndo foi detectado no primeiro dia de fermgida
Embora o efeito negativo do indice de emulsificagd® dois primeiros dias de fermentacdo
possa estar relacionado a maior porcentagem peederiRhaCy¢-Ci, (12%), que, devido a
sua maior cadeia carbOnica de acido grgkbidroxilado, possui propriedades mais

hidrofdbicas que os demais homdlogos, os homoélagas certamente influenciaram os
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resultados dé&,, sdo RhaCg-Ci9 € Rha-Cy10-Cio. O primeiro tem sua quantidade aumentada
em quatro vezes do segundo para o quarto dia deeféacdo, (de 2 para 8% do total de
ramnolipideos presentes). Comparando os valoesepies do homoélogo Rh@;0-C1 NO 2°

dia de fermentacéo e no 4°, 7° e 9° dias veritcarsa diferenca mais acentuada (chegando a
um maximo de 20%) entre as propor¢cdes presentesloSessim, pode-se inferir que nas
amostras correspondentes ao 1° e 2° dias de fexgpdends resultados inferiores obtidos nas
analises dé&,, sdo devidos a auséncia de propor¢cdes maioresotodldgos RhaCi-Cipe
Rha-Cs-Cy0. Utilizando 0 mesmo raciocinio nas amostras cpoedentes ao 4°, 7° e 9° dias
de cultivo explicam-se os resultados superioreglobtcom essas amostras nas analises de
Eza.

A polaridade da molécula parece ser o fator clpara se explicar o comportamento
dos ramnolipideos em relacdo a CMC 4 Para se determinar a CMC, a amostra € diluida
em 4&gua, favorecendo a interagdo de homodlogos npalkares, principalmente
dirramnolipideos, mas também monorramnolipideos oawenores numeros de carbono na
cadeia de acido graxp-hidroxilado, ou mesmo aqueles ramnolipideos comnap uma
cadeia lateral de acido graxo. Assim a solubilidawheagua é favorecida com o aumento da
polaridade da molécula, e a concentracdo necesg@ia a formacdo de micelas,
consequentemente, € maior. Ja as moléculas conr naaéter hidrofobico sofrem repulsédo
de suas cadeias apolares pelas moléculas de dgessa® cadeias tendem a se agregar para
diminuir essa repulsao, favorecendo a formacacttataras supramoleculares, como micelas
e bicamadas, com concentracfes menores do bicdamta presente. Assim, valores de
CMC menores sdo encontrados para misturas ricasi@morramnolipideos (SANCHE#t
al., 2007; ZHANGet al, 1997; ZHANG & MILLER, 1995).

Ja na presenca de solventes hidrofébicos, as ula$eanais apolares, como os
monorramnolipideos com maiores cadeias de acidasogf-hidroxilados, tendem a se
dissolver na forma de micelas invertidas, ou sg&jaauda apolar aponta para o exterior da
micela, enquanto que a porgéo polar contendo adaide ramnose interage uma com a outra
e com a agua no interior da micela (SANCH&Zal, 2007). Nas determinacées Bg, as
amostras de tempos de cultivo onde havia mais mlacde monorramnolipideos

apresentaram o0s piores resultados provavelmenteadadea esse comportamento.
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6. CONCLUSOES

6.1. Otimizac&o das condi¢des da producao de ramigideos

Os resultados obtidos nos experimentos com basdndacacdes propostas por
Monteiro (2007) ndo propiciaram o aumento da pradwe ramnolipideos. O aumento da
relacdo C/N por meio da diminuicdo da quantidadeitlegénio, ou por meio do aumento
da quantidade de glicerol ndo proporcionou aumel@oproducdo de ramnolipideos.
Apenas 0 aumento da concentracdo de inoculo (p%R € do tempo de cultivo

propiciaram resultados que foram explorados nosraxentos posteriores.

6.2. Triagem dos componentes do meio de fermentacao

Com os resultados obtidos, foi possivel selecian@nte de nitrogénio (NaNpe
sua concentracdo (5 g/L) e a concentragdo de fdmtearbono (glicerol, 40 g/L) que
possibilitaram o maior rendimento de ramnolipidéts,9 g/L, utilizando um fator de

conversao de 3,2), com 168 horas de cultivo.

6.3. Cinética de producao de ramnolipideos utilizado as condi¢des selecionadas

Com as condi¢cOes selecionadas, foi possivel ezalizcinética de producédo de
ramnolipideos poP. aeruginosdJFPEDA 614, observando que existe uma relacasadire
entre o consumo de glicerol e a producao de rapidelds, e que a estratégia de batelada
alimentada com Oleo de soja se mostra promissogeagabtencdo de niveis maiores de

ramnolipideos.
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6.4. Avaliacdo da variagdo da composicdo moleculag estrutural da mistura de

ramnolipideos durante o cultivo

As analises de ESI-MS permitiram elucidar a congdmsda mistura de homaélogos
produzida na condi¢do otimizada de cultivo, (5 d#.NaNQ e 40 g/L de glicerol). Foram
encontrados seis homologos (9 dias de cultivo), gasis os predominantes sdo o
monorramnolipideo Rha1gCio € o0 dirramnolipideo RhaC,0-C,0, Sendo que a soma
destes dois homodlogos corresponde a aproximadanié@tedo total de ramnolipideos
produzidos, independentemente do tempo de cullschomologos presentes em menores
guantidades foram Rhag,o, Rha-Go-Ci2, Rha-Cg-C1o, Rha-Cio-Cyo.

Nas primeiras horas de cultivo ha um predominiohdmélogo Rha-¢-Ciy,
correspondendo, no primeiro dia, a aproximadaméis do total de ramnolipideos
produzidos. Porém, ja no 2° dia de fermentacacatiglade do homdlogo RR&,0-Cyp ja
se iguala a de seu correspondente monorramnolipides outros tempos ha um
predominio dos homologos de dirramnolipideos (8% 75%, nos tempos de fermentacao
de 4, 7 e 9 dias, respectivamente), com destaque @aRha-C;0-C10, que chega a

representar, sozinho, 60% do total de homélogodyaidos.

6.5. Propriedades fisico-quimicas das misturas deomdlogos de ramnolipideos

produzidas em diferentes tempos de cultivo

As misturas de homoélogos de ramnolipideos prodszigor P. aeruginosa
UFPEDA 614 apresentaram valores de CMEgque variaram de acordo com o tempo de
cultivo. Valores menores de CMC foram encontradasapos primeiros tempos de
fermentacdo (1° e 2° dias), mas a mistura produzéta foi capaz de emulsificar o
qguerosene e a gasolina. A comparacao desses dadasscinformagdes provenientes das
analises estruturais permite concluir que a congaosiestrutural da mistura de
ramnolipideos e a proporcionalidade dos diferehteaodlogos produzidos em diferentes
tempos de cultivo influencia diretamente nas peafades fisico-quimicas da mistura de

ramnolipideos.
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ANEXO 1. CURVAS DE CONCENTRACAO DA MISTURA DE BIOSSURFACTWIE
CONTRA A TENSAO SUPERFICIAL
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Figura al. Concentracao micelar critica da mistieraamnolipideos correspondente ao 1° dia
de fermentacédo (24 h), utilizan®Rseudomonas aerugino$#PEDA 614 e as condi¢des de
fermentacdo descritas no item 5.2. A concentrag&@i da amostra era de 0,3 g/L.
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Figura a2. Concentracdo micelar critica da mistigraamnolipideos correspondente ao 2° dia
de fermentacédo (48 h), utilizantRseudomonas aeruginot#PEDA 614 e as condi¢cOes de
fermentacao descritas no item 5.2. A concentragél da amostra era de 1 g/L.



85

80

70

60

50

40

Tensao superficial (mMN/m)

CMC 30,0 mg/L
30

*

20 T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

Concentracdo da mistura de ramnolipideos (mg/L)

Figura a3. Concentracdo micelar critica da mistigraamnolipideos correspondente ao 4° dia
de fermentacédo (96 h), utilizantRseudomonas aeruginot#PEDA 614 e as condi¢cOes de
fermentacao descritas no item 5.2. A concentragél da amostra era de 1 g/L.
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Figura a4. Concentracao micelar critica da mistieraamnolipideos correspondente ao 7° dia
de fermentacao (168 h), utilizanBseudomonas aerugino§H-PEDA 614 e as condi¢des de
fermentacao descritas no item 5.2. A concentragié@l da amostra era de 1 g/L.



Tens&o superficial (MN/m)

86

80

70 $

<

60
50 |
40 |

CMC 31,25 mg/L
30

*

*

&
<

20 T T T T T T T T T
0 120 240 360 480 600 720 840 960 1080 1200

Concentragdo da mistura de ramnolipideos (mg/L)

Figura a5. Concentracao micelar critica da mistieraamnolipideos correspondente ao 9° dia
de fermentacao (192 h), utilizanseudomonas aerugino§H-PEDA 614 e as condicdes de
fermentacao descritas no item 5.2. A concentragié@l da amostra era de 1 g/L.
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ANEXO 2. CALCULOS DOS FATORES DE CONVERSAO

Com os dados obtidos no espectrometro de massgsdsivel avaliar a propor¢éo
existente entre os homodlogos de ramnolipideos éenedies tempos de cultivo, a partir das
massas molares de cada homadlogo e dos valorestettmsinas dosagens de ramnose, foi
possivel calcular um fator que possibilite a cos&erdos valores (em ramnose) obtidos com
a metodologia de fenol sufulrico para os valoresasenolipideos, em diferentes tempos de
cultivo.

Cada homologo de ramnolipideo possui diferentessasamolares, ao se calcular a
porcentagem dessa massa que corresponde a massadmoholécula de ramnose (ou das
moléculas de ramnose, nos dirramnolipideos) ob&mrs fator de conversédo. Esse fator,
porém, também dependera da propor¢do em que emtedldgos irdo estar presentes na
mistura em determinado tempo de cultivo, assimbas@ncias relativas de cada homadlogo
sao utilizadas para se obter o valor real do fdeoconversdo para cada tempo de cultivo.

Abaixo, um exemplo do calculo realizado para a araagsferente ao primeiro dia de cultivo.

M ramnose M total de % ramnose Fator de % do Fator de
cada emrelacioa conversdol homologo no conversdo 2
homélogo  massa total dc tempo de
homdlogo cultivo
164 (mono) 478 34,31 2,91 2,45 0,072 (a)
505 32,48 3,07 47,24 1,455 (b)
532 30,83 3,24 13,20 0,428 (c)
Fator de conversédo para os monorramnolipideos (semat b + c) 1,955 (x)
310 (di) 623 49,76 2,01 0,00 0,00(d)
651 47,62 2,10 24,50 0,514 (e)
678 45,72 2,19 12,59 0,275 (f)
Fator de conversao para os dirramnolipideos (s@nhide + f) 0,790 (y)
Fator de conversao final (soma de x + ) 2,745

M: massa molar



