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RESUMO

Surfactantes sdo moléculas anfipaticas, que devido a presenga de regides com
polaridades distintas apresentam propriedades unicas como a capacidade de reduzir a
tensdo interfacial e superficial. Os biossurfactantes sao moléculas bioldgicas que podem
ser sintetizados por uma ampla gama de seres vivos, no entanto os produtores mais
estudados sdo os micro-organismos. Apesar das inumeras vantagens dos tensoativos
biologicos, como baixa toxicidade, biodegradabilidade e alta estabilidade, estes
compostos ndo sdo amplamente utilizados, devido ao custo de produgdo. Por esse
motivo, o presente estudo busca a otimiza¢do da produgdo de ramnolipidios em
biorreatores. Para tal realizou-se cultivos operados nos modos batelada e batelada
alimentada. Dentre os cultivos realizados o que obteve maior producao e produtividade
foi operado no modo batelada, nesse bioprocesso foram utilizados 250 g/L de o6leo de
soja como fonte de carbono. A produgdo maxima atingida foi 36,4 g/L de ramnolipidios
e a produtividade 0,23 g/L.h. Além do aumento na producdo desse bioproduto ¢
importante descobrir novas aplicagcdes para esse biotensoativo, dessa maneira o valor
agregado dos ramnolipidios aumenta tornando a produ¢do e comercializagdo em larga
escala atraente para as industrias. Com a finalidade de agregar valor aos ramnolipidios o
presente trabalho avaliou duas aplicagcdes para esse biossurfactante. Verificou-se a
influéncia dos ramnolipidios na germinacdo de sementes de alface, milho girassol e
soja. Quando em contato com os surfactantes as sementes de alface tiveram sua
germinagdo favorecida em 175,5%, porém o desenvolvimento das plantulas foi
prejudicado. As sementes de milho tiveram a germinacdo e o desenvolvimento
favorecidos nas concentracdes de 0,025 e 0,05% p/v de ramnolipidios. Com relagdo as
sementes de soja ndo houve influéncia na germinagdo, porém a aplicacdo de
ramnolipidios favoreceu o desenvolvimento das plantulas. Em relacdo as sementes de
girassol, tanto o desenvolvimento quanto a germinagdo foram influenciados
positivamente em todas as concentracdes avaliadas. Avaliou-se ainda o potencial
inseticida dos ramnolipidios frente a larvas e adultos de Aedes aegypti. Quando
empregado nas concentracdes 1000 900 800mg/L os ramnolipidios eliminaram todas as
larvas dessa espécie de mosquito em apenas 18h, a concentragdo de 1000mg/L foi capaz
de eliminar 100% dos adultos e ainda apresentou repeléncia frente os mesmos.

Palavras chaves: Ramnolipidios, Pseudomonas aeruginosa, Biossurfactantes,

Greminagao, inseticida, Aedes aegypti.



ABSTRACT
Surfactants are amphipathic molecules that due to the presence of regions with

different polarities have unique properties such as the ability to reduce the interfacial
and surface tension. The biosurfactants are biological molecules that can be synthesized
by a wide range of organisms, however the most studied producers are microorganisms.
Despite the numerous benefits of biological surfactants, such as low toxicity,
biodegradability and high stability, these compounds are not widely used because of the
high production cost. For this reason, this study aims to optimize the production of
rhamnolipids in bioreactors, for such was employed cultivation in batch and feed batch.
The cultive that achieved the highest production and yield was a batch using 250 g/L of
soybean oil as carbon source, the culture reached 36.4 g/L. of rhamnolipids and 0.23
g/Lh of productivity. Beyond to increase this bioproduct production, it is important to
find new applications for this biossurfactant, helping to aggregate value for them, the
present study evaluated two applications for rhamnolipid. The first one evaluated the
influence of rhamnolipids on seeds germination. When in contact with surfactants the
lettuce seeds had their germination increased 175%, however the seedlings showed a
less development, the corn seeds had their germination and seedling favored at 0,025 to
0,05 % w/v concentrations. Regarding soybean seeds there was no effect on
germination but favored seedling development. In relation to sunflower seeds, both ,the
development and germination, were positively influenced at all concentrations
evaluated. The second application evaluated was the thamnolipids insecticidal potential,
against adults and larvae of Aedes aegypti. When used at concentrations 1000 900
800mg/L rhamnolipids eliminated all the larvae of this mosquito species in only 18h,
the concentration of 1000mg / L was able to remove 100% of adults and also showed

repellency against adults during blood feeding.

Key words: rhamnolipids, Pseudomonas aeruginosa, Biosurfactants, germination,

insecticidal, Aedes aegypti.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 BIOSSURFACTANTES

Biossurfactantes sao compostos de origem biologica, produzidos por uma ampla
gama de micro-organismos como bactérias, leveduras e fungos filamentosos. Estes
compostos sdo constituidos por uma por¢do hidrofobica, usualmente uma cadeia
hidrocarbonica de um ou mais acidos graxos, que podem ser saturados, insaturados,
hidroxilados ou ramificados, ligados a uma porcao hidrofilica que pode ser um éster, um
grupo hidroxi, fosfato, carboxilato ou carboidrato (CAMEOTRA ; MAKKAR, 1998).

A diferenga de polaridade entre as regides hidrofilicas e hidrofobicas dos
biossurfactantes possibilitam a distribui¢do dessas moléculas na interface de dois
compostos imisciveis, conferindo aos biossurfactantes sua propriedade principal que ¢
capacidade de reducdo das tensdes superficial e interfacial. Estas propriedades os
tornam adequados para serem utilizados em diferentes aplica¢des industriais tais como,
detergéncia, emulsificacdo, lubrificacdo, capacidade espumante, capacidade molhante,

solubilizacao e dispersao de fases (BANAT et al, 2000).

1.1.1 Classificaciio e estrutura dos biossurfactantes

Os surfactantes quimicos sdo classificados de acordo com o grupo polar, ja aqueles
de origem biologica sdo classificados com base na sua natureza molecular. Dentre as
principais classes de biossurfactantes estdo os glicolipidios, lipopeptidios, acidos
graxos, complexos de proteinas e polissacarideos, lipossacarideos, fosfolipidios, 4cidos
graxos associados a lipidios neutros e biossurfactantes poliméricos (MAKKAR;
CAMEQOTRA, 2002).

Além disso, os biossurfactantes podem ser classificados de acordo com a sua massa
molecular, havendo os de baixa massa molecular (glicolipidios, lipopeptideos e
fosfolipidios) e de alta massa molecular (biossurfactantes poliméricos e particulados),
esta diferenga confere diferentes propriedades a esses bioprodutos de tal maneira que, os
tensoativos de baixa massa apresentam maior atividade superficial, ja os de alta massa
exercem melhor atividade de emulsificagdio (ROSENBERG; RON, 1999).

De acordo com a revisdo bibliografica feita por Muthusamy et al, (2008) grande
parte dos biossurfactantes conhecidos sdo glicolipidios. Sao constituidos basicamente

por carboidratos ligados a &cidos alifaticos ou hidroxialifaticos, que sdo unidos atraveés
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de uma ligagdo do tipo éter ou éster, dentro desse grupo os biossurfactantes mais
conhecidos sdo: soforolipidios, trealoselipidios e os ramnolipidios.

Os glicolipidios sintetizados por Pseudomonas aeruginosa s3o denominados
ramnolipidios, cuja por¢do hidrofilica ¢ constituida por uma ou duas moléculas de
ramnose ¢ a regido hidrofobica por uma ou duas cadeias lipidicas (LANG; WAGNER,
1987). A capacidade de producdao de ramnolipidios por bactérias desse género foi
primeiramente descrita por Jarvis et al, (1949). Os biotensoativos produzidos por
linhagens de P. aeruginosa podem reduzir a tensdo superficial da agua de 72 para 30
mN/m (ABALOS et al, 2001) e sua concentracao micelar critica esta entre 5 — 200 mg/L
(LANG; WULLBRANDT, 1999).

Os ramnolipidios tém sido bem estudados e sdo reportados como uma mistura de
espécies homologas de RL1 (Rha2C10C10), RL2 (RhaC10C10), RL3 (Rha2C10) e RL4
(RhaC10) (LANG e WAGNER, 1987). Os principais homdlogos de ramnolipidios sdo
os mono-ramnolipidios, que possuem uma unidade de ramnose e duas cadeias lipidicas
(exemplo: Rha-C10-C10) e os di-ramnolipidios, que contem duas unidades de ramnose
ligada a duas cadeias lipidicas (exemplo: RHA-Rha-C10-C10) (NITSCHKE et al,
2005b; SOBERON-CHAVEZ et al, 2005; MULLIGAN, 2005).

A Fig.1-1 mostra a estrutura dos quatro principais homodlogos descritos de
ramnolipidios sendo eles, RL1 (Rha2C10C10), RL2 (RhaC10C10), RL3 (Rha2C10) e
RL4 (RhaC10) (LANG ; WAGNER, 1987).
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Figura 1-1: Estruturas basicas dos ramnolipidios, RL1 e RL3, 2 moléculas de ramnose

ligadas a 2 e 1 cadeia de acidos graxos respectivamente , RL2 e RL4 1 molécula de

ramnose ligada a 2 e 1 cadeias de acidos graxos respectivamente.
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Fonte: Modificado de (LOVAGLIO, 2011).

Mais de 28 homologos de ramnolipidios sdo descritos na literatura. Eles diferem
na composi¢do e no grau de insaturacdo dos acidos graxos (DEZIEL et al, 1999;
DEZIEL et al, 2000; SOBERON-CHAVEZ 2005). A descoberta dessa grande variedade
de homologos esta diretamente ligada ao fato de que novas tecnologias vem sendo
empregadas para a identificagdo dos ramnolipidios, tais como cromatografia liquida de
alta resolucdo e espectrometria de massa (LC-MS).

Na literatura ha uma divergéncia, quando se trata de qual o tipo predominante
de homologo. Para alguns autores os principais ramnolipidios secretados por P.
aeruginosa sao os mono-ramnolipidios (ARINO et al, 1996; SIM et al, 1997). Porém
existem relatos afirmando que a maioria
ramnolipidios (DEZIEL et al, 2000, MATA-SANDOVAL et al, 2001; BENINCASA
et al, 2004).

dos homologos produzidos sdo  di-

A composi¢do e distribuicdlo de homologos em uma mistura de

ramnolipidios sdo determinadas pela linhagem bacteriana, condigdes de cultivo e

composi¢ao do meio de cultura. Ja as propriedades do biossurfactante produzido
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dependem da quantidade e tipo de homologos presentes (GUERRA SANTOS et al,
1984).

1.2 BIOSSINTESE DOS BIOSSURFACTANTES

A estrutura anfipatica dos biossurfactantes ¢ constituida por uma por¢ao
hidrofébica e uma regido hidrofilica, em muitos casos a sintese destas por¢des deriva
diretamente do metabolismo primario. As rotas para a sintese desses precursores
sao diversas e utilizam grupos especificos de enzimas, que em muitos casos,
podem participar da sintese e também atuar como reguladores (DESAI ; BANAT,
1997). Segundo Syldatk e Wagner (1987), ha quatro possibilidades para a sintese de
biossurfactantes:

1. Por¢des hidrofilicas e hidrofoébicas sdo sintetizadas por duas rotas
independentes;

2. A porc¢ao hidrofilica ¢ sintetizada, enquanto a sintese da metade hidrofébica ¢
induzida pelo substrato;

3. A metade hidrofobica ¢ sintetizada e a sintese da por¢ao hidrofilica ¢
dependente do substrato;

4. A sintese de ambas, porgdes hidrofilicas e hidrofobicas, ¢ dependente do
substrato.

A sintese de ramnolipidios por Dbactérias do genero Pseudomonas esta
relacionada com a primeira possibilidade citada, ou seja, as partes hidrofilicas e
hidrofobicas sdo sintetizadas por rotas independentes. As condi¢cdes de cultivo e a
utilizacdo de diferentes fontes de carbono influenciam na producdo e composicao
do produto final, porém o comprimento da cadeia de hidrocarbonetos utilizados
como substratos, ndo exercem influéncia no comprimento da cadeia dos dacidos
graxos dos glicolipidios (SYLDATK et al, 1985b). Assim como a porcdo lipidica,
0 agucar que compde o ramnolipidio ¢ formado por sintese de novo .

A producdo desses biotensoativos por Pseudomonas aeruginosa ¢ regulada
por sistemas quorum-sensing, os dois principais sistemas sdo os sistemas las e o rhl
(GAMBELLO et al, 1993; PEARSON et al, 1994). Ochsner et al,(1994) utilizaram
um mutante de P. aeruginosa incapaz de produzir ramnolipidios e que ndo apresentava
atividade da homoserina lactona, afim de investigar possiveis genes responsaveis pela
producdo desse metabolito microbiano, para tal os pesquisadores inseriram fragmentos

de DNA de linhagens produtoras de ramnolipidios nesse mutante, dessa forma
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obtiveram um clone com a capacidade de produzir ramnolipidios e com a atividade da
homoserina lactona restaurada. Ao verificar o fragmento do genoma responsavel pela
restauragdo da producdo desse biossurfactante os autores descobriram um Unico quadro
de leitura aberta correspondente ao gene rhlR, tal gene codifica uma proteina denomida
RhIR, que se mostrou como um ativador transcricional, que regula positivamente a
producao de ramnolipidios. Outro gene identificado foi o rhll tal gene codifica a
proteina Rhll, que se complexa com a proteina RhIR ativando a transcricdo do
autoindutor, N-butanol-L-homoserina lactona (PEARSON et al, 1994; WINSON et al,
1995).

Os complexos RhIR/RhII e LasR/Lasl sdo responsaveis pela modulagdo de 5
4 10% do genoma de P. aeruginosa (DEKIMPE ; DEZIEL, 2009). Uma terceira
molécula sinal, 2-heptil-3-hidroxi-4-quinolona ou Pseudomonas quinolona sinal
(PQS), ¢ produzida por P. aeruginosa e atua como uma ponte adicional entre os
sistemas de quorum sensing las e rhl. A proteina regulatoria LasR ¢ requerida para a
biossintese de PQS, enquanto RhIR promove a ativagdo desta molécula (WAGNER
et al, 2008).

Inicialmente acreditava-se na existéncia de uma hierarquia, onde o sistema
las seria o regulador mestre. Entretanto Duan e Surette (2007) relataram que o
sistema que regula a sintese de ramnolipidios ndo ¢ fixo, pois mesmo na auséncia do
sistema las, de acordo com as condi¢gdes de cultivo, o sistema rhl pode regular genes
controlados pelo sistema las. Dekimpe e Déziel (2009) tabém revisaram a proposta de
que LasR seria o regulador mestre na hierarquia cldssica de quorum sensing. Os
resultados apresentados pelos autores mostraram que a atividade do sistema rhl nao ¢
anulada, e sim expressa tardiamente em mutantes lasR, permitindo, desta maneira, a
expressdo de fatores de viruléncia como ramnolipidios durante a fase estacionaria de
crescimento. Isso deixa evidente a complexidade do sistema que regula a biossintese

dos ramnolipidios.

1.3 APLICACOES
A preocupagdo com o meio ambiente e industria sustentavel fizeram com que os
biossurfactantes se tornassem um dos principais alvos das industrias. Isso ocorre devido

ao fato desses bioprodutos serem moléculas menos nocivas ao meio ambiente e robustas

o bastante para aplica¢des industriais (MARCHANT ; BANAT, 2012).
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Os biossurfactantes possuem diversas aplicacdes na indastria, incluindo
cosméticos, formulagdes farmacéuticas, industria agricola, alimenticia, recuperagdao de
petrdleo e biorremediagdo (KITAMOTO et al, 2002; SANDRIN et al, 2000 RAHMAN
et al, 2003).

1.3.1 Funciao biologica dos biossurfactantes

Mesmo com todas as pesquisas que vem sendo realizadas na area de
biossurfactantes, muitos dos papeis ambientais e ecologicos desses metabolitos para
seus produtores ainda ndo estdo bem elucidados. Porém, muitas fungdes foram
atribuidas a esses bioprodutos ao longo de décadas de pesquisas. Uma das proposigoes €
de que os biossurfactantes possam favorecer seus produtores na competi¢ao por nichos
ecologicos. O crescimento de micro-organismos produtores de biossurfactantes pode ser
favorecido em ambientes contaminados com hidrocarbonetos ou bastante oligotréficos
(SOBERON-CHAVEZ et al, 2011).

Outro possivel papel dos biossurfactantes para seus produtores € que, tais
metabolitos favoreceriam a absor¢do e degradacdo de hidrocarbonetos, porém a
produgdo dos surfactantes bioldgicos ndo esta necessariamente atrelada a degradagao de
hidrocarbonetos. Ha ainda a possibilidade da producdo de biossurfactantes estar
relacionada a condigdes de estresse, onde ele serviria para a protecdo das células
microbianas (SOBERON-CHAVEZ et al, 2011).

Chrzanowski et al,(2012) relataram que os ramnolipidios podem estar associados
a mobilidade bacteriana e a formag¢ao de biofilmes. Segundo os autores a mobilidade da
bactéria P. aeruginosa esta relacionada a producdo da proteina Pili IV, os autores dizem
ainda que baixos indices de nitrogénio favorecem a sintese das estruturas necessarias
para a locomocao bacteriana bem como a produgdo de ramnolipidios. O que sugere que
P. aeruginosa produza esse biossurfactante e as estruturas necessarias para a
movimentagdo, a fim de colonizar novos ambientes em busca de nitrogénio
(CHRZANOWSKI et al,2012).

Outra funcdo biologica atribuida aos ramnolipidios € a de solubilizar moléculas
sinalizadoras produzidas por P. aeruginosa (PQS). Esse sinalizador é pouco soluvel em
ambiente aquoso, tendo assim sua fun¢do comprometida em tais ambientes, porém
quando secretado o ramnolipidio ajuda a solubilizar o PQS, aumentando

consequentemente a bioatividade desse sinalizador (CALFEE et al, 2004).
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1.3.2 Biossurfactantes na medicina

A aplicagdo mais bem conhecida dos ramnolipidios no setor de saude consiste,
na sua atividade antimicrobiana, tais metabolitos se mostraram eficazes contra uma
ampla gama de micro-organismos, sendo eficientes contra bactérias Gram negativas e
positivas, além de fungos filamentosos, porém nao apresentam efeito significante contra
leveduras (VATSA et al, 2010).

Gomes e Nitschke. (2012) relataram que a surfactina e o ramnolipidio podem ser
usados ndo s6 para remover o biofilme ja estabelecido, como também prover um
tratamento de superficie de maneira a modificar as propriedades superficiais. Este tipo
de tratamento dificulta a formagdo posterior de filmes bacterianos gerados por
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes e Salmonella Enteritidis, que sao
patoégenos, normalmente associados a alimentos.

Ainda na 4area da saude, os ramnolipidios vém sendo aplicados como
cicatrizantes de Ulceras e queimaduras (PILJAC et al, 2008; STIPCEVIC et al, 2006).
De acordo com Thanomsub et al, (2007) um dos homdlogos produzido por
Pseudomonas aeruginosa B189 apresentou atividade inibitoria frente a células do
cancer de mama.

Os ramnolipidios podem ainda provocar uma resposta positiva no sistema
imunologico inato de células humanas e de animais, funcionando como um ativador.
Este estimulo aliado as propriedades antimicrobianas desse biossurfactante, pode levar a
uma aplicacdo terapéutica desses metabolitos em pessoas imunodeprimidas a fim de
combater infecgdes (VATSA et al, 2010).

Hé relatos de que alguns biossurfactantes da classe dos glicolipidios podem
causar diferenciacdo em células leucémicas humanas, que apos serem tratadas com

esses metabolitos se diferenciaram em mondcitos e granulocitos (ISODA et al, 1997).

1.3.3 Aplicacées na agroindustria
Dentro da agroindtstria os biotensoativos também tem atraido aten¢do por
demonstrarem atividade antimicrobiana e possuirem uma baixa toxicidade, o que
permite seu uso frente a micro-organismos fito-patogenos. De acordo com Kim et al,
(2000) soforolipidios e ramnolipidios, foram utilizados para combater os fungos
causadores de manchas cinzas e moles em tomates e maca.
Ha relatos de que os ramnolipidios podem ser utilizados para a protecdo de

videiras contra o ataque de Botrytis cinérea, pois inibem a germinagdo de esporos, bem
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como o crescimento do micélio (VARNIER et al, 2009). Vatsa et al, (2010) relata em
sua revisao a atividade antifingica dos ramnolipidios contra diversos fungos patdgenos
de plantas, tais como Botrytis sp, Rhizoctonia sp, Pythium sp, Phytophtora sp. e
Plasmopara sp.

Os ramnolipidios também demonstraram atividade contra zodsporos de
patogenos de plantas, esse biossurfactante age lizando-os, através da interagdo do
ramnolipidio com a membrana plasmatica dos mesmos, o que leva a morte por
extravasamento celular (VARNIER et al, 2009). Vale ressaltar que os ramnolipidios
podem ser usados como fungicidas em plantas, tanto na forma pura como misturado ao
caldo fermentado livre de células. A aplicagao do produto ndo purificado leva a uma
reducdo nos custos do tensoativo, tornando-o mais competitivo em relacdo aos
antifungicos comerciais (SHA et al, 2012).

Ainda relacionado a protecao de plantas contra seus patogenos, recentemente foi
relatado que os ramnolipidios podem ativar o sistema imunoldégico de Arabidopsis
thaliana. Quando em contato com esse biossurfactante a planta acumulou moléculas
sinalizadoras e ativou os genes de defesa. Essa resposta participa da resisténcia contra
bactérias hemibiotroficas e também oomicetos biotroficos, tais como Pseudomonas
syringae e Botrytis cinérea (SANCHEZ et al, 2012).

Os ramnolipidios podem ainda atuar como inseticidas biologicos (KIM et al,
2011). Os homologos de di-ramnolipidios C3;Hs3013 € C34Hg,013 sdo relatados como os
principais metabolitos a exercer atividade contra o pulgdo da espécie Myzus persicae,
uma concentra¢do de 100 pg/ml de di-ramnolipidios se mostrou capaz de eliminar
100% dos pulgdes, esses metabolitos atuaram principalmente na membrana da cuticula
dos pulgdes (KIM et al, 2011).

Recentemente os ramnolipidios produzidos por Pseudomonas sp. demonstraram
potencial para ser utilizado contra Rhyzopertha dominica. Essa espécie de besouro é
conhecida por ser uma praga que ataca graos armazenados, causando prejuizos ao setor
agricola (AHMED et al, 2012). Tais metabolitos podem ainda exercer atividade anti-
alimentar em larvas da borboleta Spodoptera litura (AHMED et al, 2012).

1.3.4 Biorremediacao
O potencial para o uso dos biossurfactantes na area de biorremediacdo vem

sendo estudado ha mais de 20 anos (BANAT, 1995; LANG ; WAGNER, 1993). Tais
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metabolitos microbianos podem ser empregados na limpeza de ambientes aquaticos e
terrestres contaminados por petréleo, petroderivados e metais pesados (BANAT, 1995).

Costa et al, (2010) demonstrou o potencial dos ramnolipidios para a remog¢ao de
petrdleo bruto de areias contaminadas. Nesse trabalho observou-se uma remogao de até
98% do petroleo, utilizando o ramnolipidio comercial JBR599 (Jeneil Biosurfactant Co.,
Saukville, USA) em sua concentragdo micelar critica (CMC). Porém quando o
ramnolipidio utilizado na lavagem da areia foi o L2-1 a remog¢do de 6leo foi menor
atingindo um indice de 69% na CMC. Foi observado um aumento de 15% na taxa de
remocdo quando a concentracdo utilizada ultrapassou em 5% a CMC. Segundo os
autores dois mecanismos estdo associados a remoc¢ao do petroleo, a mobilizagdo que
ocorre em concentragdes inferiores a CMC e a solubilizagdo que ocorre em
concentragdes superiores a CMC (COSTA et al,2010).

Outros estudos realizados na area de biorremediagdo demonstraram que uma
solugdo contendo 2% de ramnolipidios foi capaz de remover 74% do cobre contido em
solo contaminados (VENKATESH ; VEDARAMAN, 2012). Wang ¢ Mulligan, (2009),
relataram que biossurfactantes podem ser uteis na remocao de arsénio de rejeitos da
mineragdo. Os surfactantes microbianos podem ainda ser empregados na remogdo de
cromo (VI) tanto do solo como da 4gua (ARA ; MULLIGAN, 2008).

Ainda na area de biorremediacdo os trabalhos de Awasthi et al, (1999)
demonstraram que os surfactantes produzidos por Bacillus subtilis auxiliaram a

degradagdo de pesticidas por micro-organismos.

1.3.5 Outras aplicagoes

A industria petrolifera faz uso dos biossurfactantes para a recuperacdo terciaria
do petréleo e para a recuperacdo de petroleo aprimorada por micro-organismos
(MARCHANT ; BANAT, 2012).

Uma das principais aplicacdes doméstica dos surfactantes se da na area de
produtos de limpeza. Esse setor ¢ dominado principalmente por compostos alquilicos
sulfonatos, tais como, alquil benzeno linear sulfonato. Marchant e Banat,(2012)
sugerem que alguns biossurfactantes podem substituir mesmo que parcialmente esses
compostos alquilicos.

A formagdo e estabilizacdo de nano particulas de 6xido de niquel, zirconia e
prata utilizando ramnolipidios também vém sendo estudada (MULLIGAN, 2009;
PALANISAMY; RAICHUR, 2009; GANESH et al, 2010). As nano particulas
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construidas com o auxilio dos ramnolipidios apresentaram atividade antimicrobiana

(GANESH et al, 2010).

1.4 PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTES

Nos ultimos anos os biossurfactantes de origem microbiana tém recebido um
grande interesse, devido a sua biodegradabilidade, baixa toxicidade e ampla gama de
aplicagdes. Apesar das vantagens apresentadas, os biotensoativos ndo sao amplamente
utilizados comercialmente devido aos altos custos de producgdo, associados a baixa
produtividade e ao uso de substratos caros. Trés estratégias tem sido adotadas para
tornar os custos do processo de produ¢do mais baixo, dentre elas a utilizagdo de
residuos ou matéria-prima de baixo custo, o desenvolvimentos de bioprocessos
eficientes para produgdo e recuperacao do produto, incluindo otimizagdo das condi¢des
de cultivo, ou ainda o desenvolvimento de mutantes ou linhagens recombinantes para

aumentar o rendimento do biossurfactante (MUKHERJEE et al, 2006).

1.4.1 Substratos alternativos

Estima-se que a matéria-prima seja responsavel por até 30% dos custos totais de
producdo em muitos processos biotecnologicos (MUKHERJEE et al, 2006). O uso
de fontes de nutrientes alternativas para a sintese de biossurfactantes pode reduzir o
problema econdmico da produ¢do desses bioproduto, para isso poderiam ser utilizados
subprodutos agricolas ou de processamento industrial. A adog¢do desses residuos
contribui para a redugdo da poluicdo ambiental, agrega valor aos mesmos, além de
evitar o descarte indevido no meio ambiente. A industria de 6leo e gordura gera grandes
quantidades de residuos. Estes sdo provenientes tanto da extragdo como da
utilizacdo de oOleos vegetais. Alguns estudos demonstraram que estas fontes de
carbono alternativas podem ser utilizados como substratos por linhagens produtoras de
ramnolipidios (BENINCASA et al, 2002; NITSCHKE et al, 2005a; COSTA et al, 2005;
RAZA et al, 2007). Alguns autores relatam ainda o emprego de melaco de cana,
residuos da producdo de queijo, batata e mandioca como fontes para a producdo de
biotensoativos (MUKHERIJEE et al, 2006).

Oleos nativos do Brasil, como buriti, cupuagu, maracuja, andiroba,
castanha-do-Brasil e babacu, também demonstraram potencial para a producao de
biossurfactantes quando utilizados como fonte de carbono por P. aeruginosa LBI. A

producdo de ramnolipidios utilizando essas fontes de carbono variou de 2.9g/L (buriti)
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até 9,9g/L (castanha-do-Brasil), todas as demais cultivos apresentaram uma produgao
acima de 6,0 g/L. (COSTA et al,2006).

Outra fonte alternativa para a produgdo de ramnolipidios ¢ o glicerol. A
geracdo de glicerol tem aumentado devido ao fato dele ser um subproduto da producao
do biodiesel. No Brasil desde 2008 a adi¢ao de 2% de biodiesel ao diesel convencional
¢ obrigatdria, em 2013 essa porcentagem subiu para 5%, levando a uma produgdo
indireta ainda maior deste insumo. Na Unido Europeia, companhias de producao de
biodiesel enfrentam problemas em relagdo ao excesso de glicerol produzido, devido ao
custo de descarte e ao baixo valor agregado desse subproduto. A utilizagao do glicerol
como fonte de carbono em processos biotecnoldgicos, como a produgcdao de
biossurfactante, reduziria o acimulo desse subproduto e ainda favoreceria a produgdo de

biossurfactantes (SILVA et al, 2010).

1.4.2 Fatores que influenciam a producio

Entre os parametros que influenciam o tipo ¢ a quantidade de produto formado
estdo: a natureza da fonte de carbono, possiveis limitagdes nutricionais e parametros
fisicos e quimicos, como aeragao, agitacao, temperatura e pH (FIECHTER, 1992; JO-
CHU-CHANG, 2005).

Elevadas propor¢des C/N (GUERRA-SANTOS et al, 1984; RAZA et al, 2007;
WU et al, 2007; LOVAGLIO et al, 2010) ¢ C/P (MULLIGAN et al, 1989) estimula a
sintese de ramnolipidios, enquanto altas concentragdes de cations  bivalentes,
especialmente ferro, sdo inibitorias (GUERRA-SANTOS et al, 1986; VENKATA,
RAMANA E KARANTH, 1989). A utiliza¢gio de NH *, glutamina, asparagina e
arginina, como fonte de nitrogénio, inibem a produgdo de ramnolipidios, enquanto NO3
, glutamato e aspartato promovem a sintese (MULLIGAN e GIBBS, 1989;
VENKATA, RAMANA e KARANTH, 1989).

O nitrato ¢ relatado como a melhor fonte de nitrogénio para a producdo de
ramnolipidios, pois estimula a expressdo do gene rhlAB, um dos principais responsaveis
pela sintese desse bioproduto (VENKATA, RAMANA E KARANTH, 1989;
MANRESA et al, 1991 e ARINO et al, 1996). A preferéncia por essa fonte de
nitrogénio pode estar relacionada ao fato de P. aeruginosa ser apta a fazer
desnitrificacdo utilizando o nitrato como aceptor de elétrons (MANRESA et al, 1991).

Fatores ambientais e condi¢des de crescimento como pH, temperatura, agitacdo e
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disponibilidade de oxigénio afetam a produ¢do de biossurfactantes, interferindo no
crescimento e na atividade celular (DESAI e BANAT, 1997).

A produgdo de ramnolipidios por Pseudomonas sp. foi maxima quando o
pH foi mantido entre 6,0 e 6,5, ja acima de 7,0, a producdo caiu bruscamente
(GUERRA-SANTOS et al, 1984). A temperatura 6tima de producao de ramnolipidios
por P. aeruginosa 44T1 foi 37°C, de acordo com Robert et al, (1989). A temperatura
pode afetar também a composicdo do biossurfactante produzido por linhagens de
Pseudomonas sp. DSM-2874 (SYLDATK et al, 1985a).

A produgdo de biossurfactantes por leveduras aumentou quando as taxas de
agitacdo e aeracao foram elevadas (YEH et al, 2006). Para Sheppard e Cooper,
(1990) a transferéncia de oxigénio ¢ um dos parametros chaves para a otimizacao
e producdo em grande escala de surfactin por B. subtilis.

A formagdo de espuma durante a produgdao de biossurfactante em
biorreator ¢ um dos grandes problemas enfrentados. J& que ndo se pode descartar
o excesso de espuma, pois neste conteudo ha biossurfactante, células e nutrientes, ha
situacdes em que ¢ necessaria a interrupcdo da fermentagdo, antes do periodo
estabelecido, acarretando em um menor rendimento. Na tentativa de diminuir a
formagdo de espuma, Adamczak e Bednarski, (2000) adicionaram 4% de 6leo de soja

apos 48 e 96 horas de cultivo, porém houve queda na producao de 45 para 28 g/L.

1.4.3 Producio em biorreatores

Diversos autores tém adotado a fermentacdo em biorreatores para favorecer
a producdo de ramnolipidios. O controle rigoroso das condi¢des fisico-quimicas da
fermentacdo, permite a otimizacdo da producdo e o estabelecimento de métodos
fermentativos eficientes, possibilitando a produ¢do ramnolipidios em larga escala
(LINHARDT et al, 1989; TRUMMLER et al, 2003; MULLER et al, 2010).

Linhardt et al (1989) relatou em seu trabalho uma producdo de 46 g/L de
ramnolipidios. Os experimentos desenvolvidos por ele foram conduzidos, em
batelada, e a fonte de carbono utilizada foi 6leo de milho. Miiller et al (2010) utilizou
o sistema no modo de batelada e alcancou 38 g/L. de ramnolipidios produzidos por P.
aeruginosa PAOI1. Trummler et al, (2003) conseguiram uma produgdo de 45 g/L
operando o sistema em batelada alimentada, a fonte de carbono foi 6leo de canola.

Alguns autores relatam um decréscimo na produgdo desses biotensoativos

quando o cultivo ocorre no modo batelada alimentada. Lovaglio et al, (2010) obteve
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uma producao 16,9 g/l de ramnolipidios com cultivo em batelada, porém ao utilizar
o sistema alimentado a produgcdo caiu para 4g/L. Experimentos utilizando
alimentagdo também apresentaram efeito negativo na produ¢do de biossurfactantes por
Candida antarctica, acarretando em uma redu¢do de 45,5g/L para 28,0g/L
(ADAMCZAK; BEDNARSKI, 2000).

Por outro lado, h4 relatos em que a alimentagdo favorece a producao de
ramnolipidios. Nos trabalhos desenvolvidos por Salwa et al, (2009), houve um aumento
de mais de 45 vezes na produgdo (a produgdo passou de 0,17 para 8,06 g/L). esse
acréscimo foi obtido apenas variando as estratégias fermentativas, a melhor condicao foi
onde a alimentacdo com fonte de nitrogénio foi interrompida no inicio da fase
estacionaria.

Dentre os trabalhos publicados, o desenvolvido por Miiller et al, (2010), ¢ um
dos que apresentou a maior producao de ramnolipidios. Isso evidencia a qualidade
do meio de cultura utilizado pelo autor (meio mineral livre de célcio) e das condigdes
fisico-quimicas adotadas, porém a fonte de carbono utilizada foi 6leo de girassol, que
possui alto valor agregado. Uma alternativa para tornar o processo mais viavel
economicamente ¢ a substituicdo do 6leo de girassol por substratos com custo reduzido,
como residuos do processamento de oleo.

Recentemente ZHU et al, (2012) utilizaram da cinética de fermentacdes
acoplada a modelagem matematica em seus experimentos. A modelagem mostrou que a
producdo deveria continuar aumentando quando os dados experimentais ndo condiziam
com o predito. Os autores decidiram empregar a alimentagdo para verificar se dessa
maneira a produgdo continuaria aumentando, os resultados dos foram positivos, uma
vez que a alimentagdo, acarretou em um aumento de 2,93 vezes na concentracao do
produto atingindo a concentracgao final de 70,56 g/L. Estes resultados comprovam que a
alimenta¢do pode ser uma estratégia empregada para aumentar a concentracao final de

ramnolipidios, tornando o processo mais rentavel.

2  OBJETIVOS

A seguir serdo apresentados os objetivos gerais e especificos do presente trabalho.

2.1 GERAIS
e Avaliar o efeito do cultivo em batelada alimentada na producao de ramnolipidios

por P. aeruginosa LBI 2A1.
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e Avaliar diferentes aplicagdes para os ramnolipidios produzidos por P. aeruginosa

LBI2A1

2.1.1 Especificos

o Avaliar o potencial do 6leo de soja, borra de 6leo de milho, glicose e da
mistura de 6leo de soja e glicose como substratos para a producao de ramnolipidios;

J Avaliar a cinética de produ¢@o de ramnolipidios em biorreator;

o Avaliar diferentes técnicas de alimentagdo na producdo de ramnolipidios
(alimentacdo de por pulso unico e alimentagcdo com vazio constante);

o Andlisar os homologos de ramnolipidios produzidos na fermentacgdes
utilizando a mistura das fontes de carbono hidrofobica e hidrofilica;

o Verificar a influencia dos ramnolipidios no crescimento radicular das
plantulas germinadas e na biomassa dessas palntulas;

o Avaliar a atividade inseticida dos ramnolipidios frente aos adultos e
formas larvais de Aedes aegypti

o Verificar se os ramnolipidios produzidos anteriormente por P.
aeruginosa LBI 2A1 utilizando 6leo de girassol possuem capacidade de repeléncia

frente a adultos de Aedes aegypti
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CAPITULO I - PRODUCAO DE RAMNOLIPIDIOS EM BIORREATOR
POR Pseudomonas aeruginosa LBI 2A1

I"
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3.1 INTRODUCAO

Surfactantes sdao moléculas anfipaticas, que devido a presenga de regides com
polaridades distintas apresentam propriedades unicas como a capacidade de reduzir a
tensdo interfacial e superficial (MULLIGAN, 2005).

A producao mundial de surfactantes em 2004 era de mais de 11 milhdes de
toneladas (entre surfactantes quimicos e biologicos) (CAMEOTRA ; MAKKAR, 2004),
o que faz com que o mercado de surfactantes seja bastante atrativo.

A maioria dos surfactantes sintéticos ¢ derivado do petroleo, contudo na natureza
sao encontrados compostos com propriedades similares, os quais sdo denominados
biossurfactantes. Esses compostos podem ser produzidos por diversos seres-vivos,
dentre eles micro-organismos, tais como fungos filamentosos, leveduras e bactérias
(BANAT et al, 2000; DESAIL; BANAT, 1997).

Esses biotensoativos possuem vantagens quando comparados aos sintéticos, sendo
as principais delas sua diversidade estrutural, baixa toxicidade, alta biodegradabilidade e
alta estabilidade em condicdes de alta salinidade e ampla faixa de pH (BENINCASA et
al, 2008; LOVAGLIO et al, 2011). Além disso, os surfactantes bioldgicos podem ser
sintetizados utilizando substratos de baixo custo, como subprodutos agroindustriais. O
emprego de residuos agrega valor aos mesmos, além de reduzir o impacto ambiental.
(RAHMAN et al, 2003; WEI et al, 2003; MARSUDI et al, 2008).

Apesar dessas vantagens os biossurfactantes ndo sao utilizados em larga escala,
possuindo apenas uma pequena fragdo do mercado quando comparados aos surfactantes
sintéticos. Isso se deve principalmente ao alto custo de produgdo, que estd atrelado ao
custo do substrato utilizado, baixa produtividade e dificuldade na recuperacao do
bioproduto (MULLER et al, 2010).

No processo de produgdo a matéria prima corresponde a até 30% do valor agregado
dos biotensoativos (MUKHERIJEE et al, 2006), por esse motivo o emprego de residuos,
provenientes da industria de alimentos, pode ajudar na redugdo dos custos de producao
desses bioprodutos (NITSCHKE et al, 2005a).

De acordo com Mukherjee et al, (2006) trés estratégias seriam importantes para
ampliar a produgdo comercial de biossurfactantes, sendo elas, a utilizacdo de residuos
ou matéria-prima de baixo custo, o desenvolvimento de bioprocessos eficientes para
producao e recuperagdo do produto, e o desenvolvimento de mutantes ou linhagens

recombinantes para aumentar o rendimento na produ¢do dos biossurfactantes.
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Os biossurfactantes do tipo ramnolipidios, produzidos, principalmente, por
bactérias do género Pseudomonas sdo considerados os mais promissores para produ¢ao
industrial, devido as suas propriedades fisico-quimicas e biologicas (BENINCASA et
al, 2004).

A produgdo de ramnolipidios por P. aeruginosa LBI 2A1 e P. aeruginosa PAO1
utilizando oleo de girassol como fonte de carbono foram de 33 e 38 g/L,
respectivamente (LOVAGLIO, 2011; MULLER et al, 2010), entretanto a fonte de
carbono utilizada nesses estudos ndo contribui para a redugdo dos custos de producao
dos ramnolipidios. A utilizacdo de fontes alternativas e de baixo custo, com o mesmo
meio de cultivo utilizado pelos autores acima, seria uma importante estratégia para a
reducdo do prego final desse bioproduto.

Em relacdo ao desenvolvimento de um bioprocesso eficiente ¢ o desenvolvimento
de linhagens mutantes descritas por Mukherjee et al, (2006). Como estratégias
necessaria para a implantagdo de um bioprocesso, o presente estudo propde o
desenvolvimento de protocolos de alimenta¢do, com o intuito de aperfeicoar o processo
fermentativo, além de utilizar uma linhagem mutante que apresentou aumento de 70%
na producdo de ramnolipidios, quando comparada a bactéria selvagem (LOVAGLIO,
2011).

O presente capitulo visa avaliar a produg@o de ramnolipidios por P. aeruginosa LBI
2A1, em biorreator, utilizando o meio mineral livre de calcio (MULLER et al, 2010)
com diferentes fontes de carbono hidrofilicas e hidrofobicas. Além disso, pretende-se
aplicar o cultivo do micro-organismo em batelada alimentada, visando aumentar a

producao desse composto.
3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Micro-organismo
O micro-organismo empregado nos experimentos realizados foi Pseudomonas
aeruginosa LBI 2A1, o qual é proveniente de um banco de mutantes randomicos do
Laboratério de Microbiologia Industrial — Depto de Bioquimica e Microbiologia —
Unesp Rio Claro. Esse micro-organismo encontra-se acondicionado em tubos

criogénicos contendo glicerol 20% v/v, em freezer a -20°C.



37

3.2.2 Meios de cultura

3.2.2.1 Meio Mineral livre de calcio com tampao fosfato

O meio mineral livre de calcio com tampao fosfato possui a seguinte
constitui¢do em (g/L): MgSO4 7H,0 - 0,05; KCI — 0,1; NaNOs - 1,5; tampao fosfato
0,1mol/L pH 6,5 ¢ 1 mL/L da solucdo de elementos tracos. Esta solu¢do ¢ composta por
(g/L): citrato de sodio dihidratado — 2,0; FeCl; 6H,0 — 0,28; ZnSO4 7H,0 — 1,4; CoCl,
6H,0 — 1,2; CuSO4 SH,0 - 1,2; MnSO4 H,0 - 0,8.

Esse meio foi utilizado no cultivo do micro-organismo, o qual foi usado como
indculo para o biorreator, as fontes de carbono utilizadas para o crescimento microbiano

foram de 50% da concentragao utilizada no item posterior (3.2.2.2)

3.2.2.2 Meio Mineral livre de calcio

Para a produgao de ramnolipidios em biorreator utilizou-se o meio mineral livre
de célcio, composto por (g/L): K;HPO4 — 0,3; MgSO4 7H,0 - 0,5; KCI — 1,0; NaNO; —
15. O volume e a composi¢do da solucdo de elementos tragos utilizada foram os
mesmos descritos no item 3.2.2.1

As fontes de carbono empregadas em cada batelada estdo descritas tabela 3-1.

Tabela 3-1: fontes de carbono utilizadas e suas concentragdes

Fonte de carbono Concentragao

6leo de soja 250g/L
Borra de éleo de Milho 250g/L
Glicose 100g/L

Glicose + 6leo de soja  50g/L e 234g/L respectivamente

Fonte: elaborado pelo proprio autor.

A massa de reagentes utilizada, nos meios descritos nos itens 3.2.2.1 e 3.2.2.2,
foi baseada no volume de solugdo aquosa, ndo considerando o volume da fonte de
carbono. Quando o processo atingiu os tempos de 20, 40, 70 e¢ 120 horas foram

adicionados ao reator 1 mL/ L da solucdo de elementos traco (item 3.2.2.1).
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3.2.2.3 Definicdo da concentracio de glicose a ser utilizada nos ensaios em
biorreator
Inicialmente a concentracdo de glicose a ser empregada para a producdo de
ramnolipidios seria de 250g/L, porém observou-se dificuldade no crescimento
bacteriano, provavelmente devido a pressao osmotica do meio de cultura contendo tal
concentracdo de agucar. Frente a isso foram realizados cultivos em frascos, a fim de
determinar qual a melhor concentragdo de glicose para o crescimento bacteriano e

produgdo de ramnolipidios.

3.2.3 Ensaios em frascos

Dois grupos experimentais diferentes foram estabelecidos. Em um deles,
manteve-se a mesma razao carbono nitrogénio que o cultivo com 6leo de soja como
fonte de carbono (C/N =76,8g/g), para tanto se alterou a concentracdo de nitrogénio
para cada concentracdo de glicose avaliada. No segundo grupo, manteve-se a
concentragdo de nitrogénio (1,5 g/L), modificando apenas a propor¢do C/N a ser
utilizada. Para os experimentos em frascos o meio de cultura base foi o meio mineral
livre de célcio com tampao fosfato descrito no item (3.2.2.1).

As concentragdes de nitrogénio, glicose e a razdo C/N avaliadas em ambos os

grupos experimentais estdo descritas na Tabela 3-2.

Tabela 3-2: Concentracdo de glicose, nitrogénio e propor¢do C/N avaliadas nos
experimentos em frasco.

Grupo experimental 1

Concentracao de glicose Concentracao de Razao C/N
(g/L) Nitrogénio(g/L)
100 3,12 76,8
150 4,68 76,8
200 6,24 76,8
250 7,80 76,8
100 1,50 160
150 1,50 240
200 1,50 320
250 1,50 400

Fonte: elaborada pelo proprio autor.
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3.2.4 Condicoes de cultivo

3.2.4.1 Preparo do In6culo

O micro-organismo foi pré-cultivado em frascos Erlenmeyer (125 mL) contendo
25 mL de caldo nutriente ¢ 100 uL da cultura estoque da linhagem a P. aeruginosa LBI
2A1. A incubagdo foi feita em mesa agitadora, durante 24 horas a 37°C e 120 rpm. Em
seguida 5 mL desse pré-cultivo foi transferido para frascos de 500 mL com 100 mL de
meio mineral livre de calcio com tampao fosfato e esse frasco foi incubado por 48 horas
a 37°C e 130 rpm. Esta cultura foi utilizada para inoculaciao da fase aquosa resultando

em uma densidade otica (D.Osgynm) inicial de 0,1.

3.2.4.2 Experimentos Biorreator

As fermentagdes foram realizadas em reator de 13L (Infors HT — Suica),
equipado com sensores para controle de temperatura, pH, pO2 e espuma. O volume de
fase aquosa era de 4,0 L a qual se adicionou as concentracdes descritas no item 3.2.2.2.2
da fonte de carbono avaliada (tab. 3-1). Os parametros fisico-quimicos adotados foram:
aeracao — 2,0 L/min; temperatura — 37 °C; pH — 6,8 £ 0,2; a pO, foi mantida acima de
5%, para tal variou-se a agitacdo de 300 a 900 rpm ; o volume de espuma formada foi
controlado através do antiespumante Contraspum A4050 (Zschimmer & Schwarz

GmbH & Co. KG), o pH foi controlado utilizando H;PO4 4M e NaOH 4M.

3.2.4.2.1 Experimento utilizando a mistura de glicose e 0leo de soja como fonte de
carbono

Apos os experimentos realizados utilizando 6leo de soja e glicose, separadamente,
como fonte de carbono, avaliou-se oleo de soja e glicose concomitantemente. As
concentragoes utilizadas foram definidas analisando os cultivos acima citados.

A concentragdo de 6leo foi definida subtraindo o valor de 6leo residual (16,5g) da
concentracdo inicial (250g/L). J& a concentracdo de glicose foi definida avaliando a
quantidade de glicose utilizada pelo micro-organismo até que a biomassa maxima fosse

atingida, e foi estabelecida a concentragdo de 50g/L de glicose.
3.2.4.3 Cultivos realizados no modo batelada alimentada

3.2.4.3.1 Alimentacgao por pulso tinico
Nessa batelada o meio de cultura empregado foi o mesmo descrito no item

3.2.2.2, a fonte de carbono foi 6leo de soja, a alimentagdo ocorreu com 58 horas de
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cultivo e foram adicionados 23,85g/L de 6leo de soja (o volume de 6leo adicionado foi

calculado com base no volume da fase aquosa do reator).

3.2.4.3.2 Alimentaciao com vazao continua
Ap0s analisar a batelada utilizando 6leo de soja como fonte de carbono, calculou-

se a velocidade maxima de consumo de 6leo de soja no intervalo de tempo em que se

observou o p, maximo, entdo a batelada alimentada foi realizada com uma vazao igual

ao |y maximo, com o intuito de manter a maxima velocidade especifica de produgao, a

alimentacdo foi iniciada com 60h de processo e teve duragcdo de 8 horas, a vazao

utilizada foi de 0,096 ml/mim (5,3g de dleo de soja a cada hora de alimentagdo).
3.2.5 Métodos analiticos

3.2.5.1 Processamento das amostras

Foram retiradas amostras de 20 mL, que foram divididas em duas de 10 mL e n-
hexano foi misturado na propor¢do de 1:1. As amostras foram agitadas por 1 minuto,
em seguida centrifugadas a 1770 vezes g, 4°C e 30 min para que houvesse a separagao

de fases, células / fase aquosa / n-hexano + 6leo.
3.2.6 Avaliaciao da producao de Ramnolipidios

3.2.6.1 Determinacio da producio de Ramnolipidios — Cromatografia em
Camada Delgada

A cromatografia em camada delgada (CCD) foi realizada com o objetivo de
verificar a produ¢do de ramnolipidios antes de prosseguir as analises em HPLC. Para
isso, foram utilizadas placas de silica-gel e como fase — mével a seguinte mistura:
cloroférmio / metanol / 4cido acético (65:15:2). O agente revelador utilizado foi a
seguinte mistura: 2 mL de anisaldeido em 100 mL de 4cido acético acrescido de 2 mL
de 4cido sulfurico. Foram entdo aplicados 10 pL dos extratos obtidos a partir do caldo

livre de células em diferentes tempos.
3.2.6.2 Determinacao da concentracao de Ramnolipidios - HPLC

3.2.6.2.1 Derivatizacao
Para que os ramnolipidios fossem analisados via detector UV, os padrdes e as
amostras de ramnolipidios foram derivatizados de acordo com o que foi descrito por

Schenk et al, (1995), com pequenas modificagdes. As amostras, contendo
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ramnolipidios e acetato de etila, foram primeiramente evaporadas; em seguida
adicionou-se 360 pL de acetonitrila e 40 pL da mistura 1:1 de brometo de 4-
bromofenacil 0,04 mol/L e Trietilamina 0,02 mol/L, ambos em acetonitrila. A
derivatizacdo foi feita por 1,5 h a 60°C e 1400 rpm, em um banho seco (Thermomixer

comfort, Eppendorf AG).

3.2.6.2.2 HPLC

As analises foram feitas com um equipamento HPLC (Shimatzu) acoplado a um
detector UV como descrito por (MULLER et al, 2010).

Para a calibragio do HPLC utilizou-se solucdo padrido de mono- e di-
ramnolipidio nas seguintes concentragdes de 0,25; 0,50; 0,75 e 1,0 g/L. Para as anélises
utilizou-se uma coluna de fase reversa (Supelcosil LC18, Supelco - 150 mm x 4.6 mm,
5 um silica gel) a 30°C. As fases mével foram Solugdo A com 5% de metanol e Solucdo
B com 95%, ambas em agua ultra pura. Para que houvesse separagdo dos homologos
presentes, foi estabelecido um gradiente de 80 a 100% da Solugdo B, de acordo com o
seguinte protocolo: de T=0 a T=17 min, aumento da solu¢do B de 80 para 100%,
conservando-se em 100% até 25 min. Em seguida ocorreu um decréscimo para 80% até
30 min, mantendo-se por mais 5 min para que houvesse equilibrio. O fluxo utilizado foi
de 0,4 mL/min e os ramnolipidios foram monitorados a 254 nm. Os tempos de reten¢do

foram 21,5 +/- 0,1 min pra Rha-Rha-C;(C;y 22,2 +/- 0,1 min para Rha-C,,Cy.

3.2.7 Determina¢ao da biomassa microbiana
Apos a separacdo das 3 fases (item 3.2.5.1) o precipitado de células foi dissolvido
em NaCl 0,85% (v/v) (mesmo volume que a amostra inicial) e centrifugado a 1770
vezes g, 4°C e 30 min. Em seguida o pellet foi dissolvido em menor volume de solugado

salina e mantido em estufa a 100°C até atingir peso constante.

3.2.8 Determinacao do o6leo residual
A fase de n-hexano retirada e adicionada a um tubo previamente pesado, esse
material foi colocado para secar em capela, a temperatura ambiente. Para que ocorresse
a evaporagao do solvente, apdés o peso do tubo estabilizar subtraiu-se o peso

quantificado previamente a fim de quantificar apenas o 6leo extraido.



42

3.2.9 Determinacao da borra de 6leo de milho residual

No experimento utilizando borra de 6leo de milho (BOM) como fonte de carbono, a
quantidade residual desse substrato foi determinada de maneira similar a determinacdo
do 6leo residual descrita no item 3.2.8 Porém a fim de correlacionar a concentracao total
da borra de 6leo de milho com a sua fragdo soluvel em n-hexano foram preparadas 3
solucdes aquosas diferentes contendo 250, 125 e 75g/L de BOM, tais solug¢des foram
submetidas ao processamento descrito no item 3.2.8 e obteve-se uma correlagdo entre a
concentragdo final de BOM e a sua fracdo soliivel em n-hexano de 2,5 portanto os

valores obtido apos a evaporacao do solvente foram multiplicados por 2,5.

3.2.10 Determinacio da glicose residual
A glicose residual foi determinada em HPLC como descrito por McGinley e Mott,
(2008) com pequenas modifica¢des. Utilizou-se a coluna Rezex ROA (300 x 7,8 mm)
da Phenomenex, injetou-se 5 pL. de cada amostra, esse material foi previamente filtrado
a 0,20 pm, e a vazdo de 0,6 mL/mim. As analises foram feitas a 65°C e a fase mdvel
H,S04 (0,0025 mol/L), o tempo de corrida foi de 15 mim e a detecg@o foi realizada por

indice de refragao.

3.2.11 Quantificacio de nitrogénio
A concentragdo de nitrato foi determinada a partir do caldo livre de células,
utilizou-se UV, de acordo com o método espectrofotométrico descrito por Clesceri et al,

(1989).

3.2.12 Caracterizacdo dos Homoélogos de Ramnolipidios por Espectrometria de
Massa

Para a analise dos homodlogos em espectrometro de massas, produziu-se

ramnolipidios utilizando 6leo de soja e glicose concomitantemente como fontes de carbono.

As amostras utilizadas para analise correspondem aos tempos 38, 86 e 158 horas de cultivo

3.2.12.1 Espectrometria de Massa — ESI-MS

As caracterizagOes foram feitas em um espectrometro de massa utilizando lonizagao
por Eletrospray (ESI -Electrospray ionization), o analisador de massa utilizado era do tipo
Quadrupolo - Tempo de Voo (Q-ToF - Quadrupole Time-of-Flight) (Micromass,
Manchester, UK). O equipamento foi calibrado com H3PO4, as amostras foram diluidas
individualmente em uma solucdo de metanol/agua (1:1) + 0,1% de hidroxido de aménio,

para que houvesse a desprotonacao das moléculas de ramnolipidios, e injetadas diretamente
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na fonte de ionizagdo ESI através de uma bomba-seringa com fluxo de 10 pL/min. Os
espectros foram adquiridos em modo negativo em uma faixa de massas de 100 a 1.500 m/z.
As condic¢des de operacdo utilizadas foram: voltagem do capilar: 3,5 kV; voltagem do cone:
35 V; voltagem do cone extrator: 4 V; temperatura de dessolvatagao: 100°C; temperatura da
fonte: 100 °C. Para os experimentos de MS/MS o gas utilizado foi Argonio e a energia de

colisdo: 25¢eV.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao término de cada bioprocesso realizou-se uma cromatografia em camada delgada
(CCD) a fim de verificar a producao de mono e di-ramnolipidios, para dar continuidade
ao processo de quantificacdo, a Figura 3-1 mostra uma CCD, referente a batelada

utilizando 250g/L de 6leo de Soja como fonte de carbono.

Figura 3-1: Cromatografia em camada delgada evidenciando a produgdo de
ramnolipidios por P. aeruginosa LBI 2A1 em cultivo em batelada utilizando
250¢g/L de 6leo de Soja como fonte de carbono.

& v -
Mono-Ramnolipidios

Di-Ramnolipnidios

Fonte: Produzido pelo proprio autor.

A figura 3-1 demonstra a CCD de um dos bioprocessos realizados, os numeros de 1
até 12 equivalem as amostras retiradas ao longo do cultivo. O J ¢ o padrao do
ramnolipidios comercial JBR599, e a amostra identificada como RHL3 ¢ o padrdo dos
di-Ramnolipidios. Pode-se verificar que em todos os tempos ocorreu a producao de
mono e di-ramnolipidios nesse cultivo, pois temos pontos correspondentes a esse

bioproduto em todos os tempos verificados.
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3.3.1 Bioprocesso 1: producdo de ramnolipidios utilizando 250g/L. de dleo de

soja como fonte de carbono

A figura 3-2 apresenta o perfil de crescimento, consumo de dleo, consumo de
nitrogénio e produ¢ao de ramnolipidios por P. aeruginosa LBI 2A1 utilizando 6leo de
soja como fonte de carbono.

Figura 3-2: Producao de ramnolipidios (g/L), Biomassa (g/L) e consumo de substrato
(g/L) da linhagem P. aeruginosa LBI 2Al, utilizando 250g/L de 6leo de soja como
fonte de carbono.
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Fonte: elaborado pelo proprio autor.

O micro-organismo cresceu até 68 horas de cultivo, nesse periodo a biomassa
atingida foi de 10 g/L, a bactéria entrou entdo na fase estaciondria. Apds 134 horas, foi
possivel observar uma queda na massa seca, porém em seguida a bactéria volta a
crescer, atingindo a biomassa maxima de 12,4 g/L no tempo de 158h.

A produg¢do de ramnolipidios se iniciou com 38 horas de cultivo, apds a
concentracdo de nitrogénio cair. A producdo continuou aumentando até o final do
processo, atingindo 36,4 g/L.. A concentragdo maxima obtida foi ligeiramente maior que
a observada por Lovaglio, (2011) cuja producao foi de 33 g/LL de ramnolipidios e se
manteve ainda proxima a producdo alcancada por Miiller et al, (2010) que foi de 38g/L.
Deve-se ressaltar ainda que a fonte de carbono utilizada por esses autores foi o 6leo de

girassol, uma fonte de carbono mais cara que a utilizada no presente trabalho.
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O maior consumo da fonte de carbono ocorreu nas primeiras 20 horas do processo,
apos esse periodo houve desaceleragdo na assimilagdo e ao término da batelada havia
16,5 g/L de 6leo residual. A quantidade de substrato residual foi inferior ao encontrado
por Lovaglio, (2011), cujos valores foram de aproximadamente 50g/L de dleo de
girassol. Isso indica que ha maior consumo de oleo de soja para a produgdo de
concentragdes similares de ramnolipidios, porém, vale ressaltar que o d6leo de soja ¢
mais barato que o 6leo de girassol (GUNSTONE, 2012), o que contribui para a redugdo
do custo final do produto, além disso, a menor concentragdo de 6leo ao termino do

processo pode ajudar na purificagdo do bioproduto.

3.3.1.1 Velocidades especificas

Foram analisadas as velocidades especificas de formagao de biomassa, produto e
consumo de substrato, uy, Uy € W, respectivamente. Os resultados podem ser observados
na Fig. 3-3.

Figura 3-3: Velocidades especificas de formacao de biomassa (ux), produto (up) e
consumo de substrato (us) utilizando 6leo de soja como fonte de carbono.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

A velocidade especifica maxima de crescimento (uy) foi de 0,05 h™', valor
inferior ao relatado por Lovaglio, (2011) que obteve 0,09 h”', demonstrando que a
bactéria P. aeruginosa LBI 2A1 pode utilizar com mais facilidade o 6leo de girassol que

o de 6leo de soja para o crescimento.
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O g apresentou valor madximo em 20 horas, atingindo uma velocidade especifica

de consumo de 7,5 h”', em seguida houve queda na velocidade de consumo. Com
relacio a velocidade especifica de produgio, o maximo atingido foi de 0,06 h™', em 68

horas.

No tempo de 20 horas as curvas iy € [s apresentam um pico, indicando que a
fonte de carbono, dentre os fatores analisados, esta sendo direcionada principalmente
para a formagao de biomassa.

A velocidade especifica de formagdo do produto comeca a aumentar a partir de

20 horas, quando a produgdo de ramnolipidios se inicia, neste periodo as curvas de py e

Up ndo coincidem, pois, havia crescimento celular, mas ndo producdo do metabolito de
interesse. Porém pode-se visualizar na figura 3-2 que no periodo de 20 a 62 horas ha
producdo de ramnolipidios ainda durante a fase exponencial de crescimento. O perfil
observado sugere que nas condi¢des em que o processo foi conduzido a produgdo de
ramnolipidios se comporta como um metabdlito parcialmente associado ao crescimento.

Contudo ainda nao esta bem estabelecido se os ramnolipidios sdo metabdlitos
produzidos associados ou ndo ao crescimento do micro-organismo. Miiller e Hausmann,
(2011) afirmam que esse bioproduto ¢ um metabolito secundério tipico, por outro lado
Silva et al, (2010) relatam que a producdo desses biotensoativos ocorre associada ao
crescimento.

No presente estudo hd periodos em que o crescimento ocorre sem que haja
producdo e outros em que o aumento da biomassa ocorre concomitante a formacao do
produto. Tais observagdes corroboram com os dados de Lovaglio, (2011) e Zhu et al,
(2012) que consideraram os ramnolipidios como metabolitos parcialmente associados
ao crescimento.

E provavel que a fonte de carbono, a propor¢io carbono/nitrogénio, as condigdes
de cultivo de maneira geral, além da funcao fisiologica dos ramnolipidios em relacao a
espécie produtora, influenciem nos perfis de produgdo, fazendo com que sejam
classificados como metabolitos associados ao crescimento, ndo associados ou

parcialmente associados.

3.3.1.2 Fatores de conversiao
Foram avaliados também os fatores de conversao Yx/s (formagdo de biomassa

em funcdo do substrato), Yp/s (formagdo do produto em relacdo ao substrato) e Yp/x
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(formagao do produto em relagdao a biomassa). Os valores méaximos desses fatores de

conversao podem se visualizados na tabela 3-3.

Tabela 3-3: Valores maximos dos fatores de
conversao Yx/s, Yp/s e Yp/x, utilizando dleo de
soja como fonte de carbono

Fatores de conversio (g/g) Tempo(h)
Yx/s 2,8 140-158
Yp/s 3,2 140-158
Yp/x 2,4 44-68

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

A produtividade maxima foi de 0,23g/L.h ao termino do cultivo, valor ligeiramente
maior que a alcancgada por Lovaglio, (2011), que obteve 0,20g/L.h. Este resultado indica
que a mudanca da fonte de carbono foi positiva para a producao de ramnolipidios.

Os fatores apresentados serdo utilizados para a comparacdo entre essa ¢ as demais
fermentacdes uma vez que a produtividade e o rendimento sdo primordiais para o

estabelecimento de um processo rentavel na industria.
3.3.2 Bioprocesso 2: producio de ramnolipidios utilizando 250g/L. de borra de

o0leo de milho como fonte de carbono

A figura 3-4 apresenta o crescimento microbiano, o consumo da fonte de carbono e

a producdo de ramnolipidios utilizando borra de 6leo de milho como fonte de carbono.
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Figura 3-4: Produgao de ramnolipidios (g/L), Biomassa (g/L) e consumo de substrato e
Ntirogénio (g/L) da linhagem P. aeruginosa LBI 2A1, utilizando 250g/L de Borra de
6leo de milho como fonte de carbono
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Fonte: elaborado pelo autor.

O crescimento microbiano utilizando Borra de 6leo de milho (BOM) como fonte
de carbono foi mais acentuado de 0 até 38 horas, ap6s esse periodo a biomassa oscilou
ente 7,9 a 4,6 g/L, o crescimento microbiano méaximo foi de 8,75g/L em 38 horas de
cultivo.

O consumo da fonte de carbono BOM foi maior nas primeiras 20h e se estendeu
até o final do processo, no tempo final de produgdo a concentracao de borra de 6leo de
milho residual foi de apenas 11,25g/L.

O consumo de nitrogénio se deu de maneira mais rapida quando comparado ao
bioprocesso anterior cuja fonte de carbono foi 6leo de soja, diferente do observado na
batelada anterior o nitrogénio ¢ consumido nas primeiras 20 horas, € apos a depressao
na concentragdo de nitrogénio, a producdo de ramnolipidios demora ainda 24h para ser
expressiva.

A produgdo de ramnolipidios se iniciou com 20 h de processo sendo nesse
periodo 0,03 g/L, porém essa produgdo s6 passa a ser expressiva apos 44 h, a produgao
maxima ocorreu em 110 h de processo e atingiu 8,45 g/L, apos esse estagio observa-se
uma reducdo na concentra¢do de ramnolipidios no meio. A segunda maior producdo

nesse processo foi de 8,42 g/l em 68h, porém a diferencga entre a produg¢ao nos tempos



49

de 110 e 68h nao foi estatisticamente significativa (p=0,85), por tanto o ideal ¢ finalizar a
producao com 68 horas de cultivo, contribuindo para a redugao do custo de producao.

Diversos residuos sao empregados para a produciao de ramnolipidios dentre eles
6leo de fritura usado (ZHU et al, 2007), d4gua de manipueira (COSTA et al, 2010) e
borra de 6leo de soja (BENINCASA ; ACCORSINI, 2008). Benincasa ¢ Accorsini,
(2007) obtiveram uma concentragdo de 7,3g/L de ramnolipidios, sendo inferior a
atingida no presente estudo, o que demonstra que a producgdo desse bioproduto usando
BOM ¢ satisfatoria, sob a dptica do baixo custo da fonte de carbono. Além disso, o
menor tempo de cultivo observado neste trabalho, também contribui para a valorizagao
da borra, como uma possivel fonte de carbono para a sintese de ramnolipidios.

Os cultivos utilizando 6leo de soja como fonte de carbono e BOM, apresentam
divergéncias com relagdo aos perfis de producdo, no primeiro a producdo de
ramnolipidios se inicia com 20 horas de cultivo e se estende até o final do processo, ja
no segundo caso, a produgdo também tem inicio com vinte horas, porém atinge seu
apice com 68 horas se mantendo praticamente estdvel até 120h. Com relacdo a
biomassa, o bioprocesso utilizando 6leo de soja apresentou uma fase logaritmica até 68h
entrando a partir desse ponto na fase estacionaria, entretanto quando a BOM foi
empregada o micro-organismo cresceu nas primeiras 20 horas apresentando alternancia
de quedas e aumento na biomassa apos esse momento. Ja as curvas de consumo foram

bastante similares.

3.3.2.1 Velocidades especificas
Afim de melhor entender a cinética da producdo de ramnolipidios foram
calculados os valores de pux, pus e pup ao longo do tempo, os resultados podem ser

visualizados na figura 3-5.
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Figura 3-5: Velocidades especificas de formagao de biomassa (ux), produto (up)
e consumo de substrato (us) utilizando Borra de 6leo de Milho como fonte de

carbono.
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Fonte: dados obtidos no presente estudo.

O p, maximo foi de 0,06 h'' no tempo de 68h, o mesmo foi observado no cultivo
utilizando o6leo de soja, onde a concentragdo do produto era superior, entretanto a
biomassa também era proporcionalmente maior do que no experimento empregando
BOM.

O principal pico de g € coincidente como o pico maximo de i tais picos se dao
no intervalo de tempo de 0 a 40h, o que demonstra que nesse periodo dentre os fatores
avaliados (crescimento e producdo de ramnolipidios) o fluxo de carbono estava sendo
empregado principalmente no crescimento bacteriano.

O segundo pico de pg acontece no tempo de 68h sendo concomitante ao pico
maximo de p,, portanto nesse momento o substrato utilizado passa a ser empregado
principalmente na produ¢do de ramnolipidios.

Na figura 3-5 observa-se que px e 1, ndo possuem regides coincidentes, na figura
3-4 pode-se visualizar que ndo ha produgdo de ramnolipidios durante a fase estacionéria
de crescimento, mostrando que quando a borra de 6leo de milho é empregada como
fonte de carbono o ramnolipidio se comporta como um metabolito secundario, sendo
produzido de maneira ndo associada ao crescimento microbiano, concordando com

Miiller e Hausmann, (2011).
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A produgdo de ramnolipidios apresenta diferentes perfis, quando se utiliza dleo
de soja como fonte de carbono, esse metabolito se comporta como parcialmente
associado ao crescimento, porém no cultivo empregando BOM assume um perfil de
metabolito secundario, essa mudanca pode ocorrer, pois os fatores ambientais
influenciam nos sistemas de quorum-sensing que regulam a sintese de ramnolipidios
(DUAN ; SURETTE , 2007). Nesse trabalho os autores verificaram o comportamento
dos sistemas de quorum-sensing Las e Rhl sob 46 diferentes condigdes de crescimento,
e chegaram a conclusdo de que dependendo dos fatores ambientais, o tempo e a
intensidade de expressao dos genes presentes nesses sistemas de quorum-sensing varia.

Os resultados obtidos por esses autores, ¢ o observado no presente trabalho,
corroboram com a hipdtese levantada previamente de as condigdes de cultivo

influenciam no perfil de produgdo dos ramnolipidios.

3.3.2.2 Fatores de conversiao
Para comparar os cultivos realizados foram calculados os fatores de conversao
Yx/s, Yp/s e Yp/x, Os valores maximos desses fatores de conversdo podem se

visualizados na Tabela.3-4.

Tabela 3-4: Valores maximos dos fatores de
conversao Yx/s, Yp/s e Yp/x, utilizando borra de
0leo de milho como fonte de carbono.

Fatores de conversao (g/g) Tempo(h)
Yx/s maximo 0,42 68-92
Yp/s maximo 0,55 44-68
Yp/x maximo 6,47 116-140

Fonte: elaborada pelo autor.

O rendimento produto/ substrato maximo (Yp/s) foi de aproximadamente 0,55 g/g,
no periodo de 44 a 68 horas de cultivo. Ja na batelada utilizando 6leo de soja como
unica fonte de carbono o Yp/s foi de 3.2 g/g, sendo superior ao observado utilizando
BOM.

O fator Yx/s atingiu 0,42 g/g no intervalo de tempo de 68 a 92h, em relagdo ao

rendimento Yp/x o valor maximo foi 6,47g/g e ocorreu entre 116 e 140 horas, tal
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rendimento foi superior ao observado no experimento anterior, pois a biomassa
utilizando BOM foi inferior a obtida com 6leo de soja.

A produtividade foi de 0,124 g/L.h ap6s 68h de processo, tal valor ¢ inferior ao
encontrado por Lovaglio, (2011), (0,20 g/L.h) e ao atingido, neste estudo, utilizando
oleo de soja (0,23 g/L.h),

3.3.3 Bioprocesso 3: producido de ramnolipidios utilizando glicose como fonte de

carbono

3.3.3.1 Ensaios em frascos

A seguir serdo apresentados os resultados dos cultivos realizados em frascos, a
fim de determinar a melhor concentragdo de glicose para a produgdo de ramnolipidios.
A Fig. 3-6 mostra a producdo de ramnolipidios em frascos mantendo a mesma razio de

carbono nitrogénio do cultivo realizado utilizando 6leo de soja como fonte de carbono

(C/N 76,8).
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Figura 3-6: Produ¢do de ramnolipidios mantendo a mesma propor¢ao de carbono e
nitrogénio do cultivo utilizando 6leo de soja, (A) 100g/L, (B) 150g/L , (C) 200g/L ¢ (D)

250g/L de glicose
(A) =¢—Ramnolipidios =ll=Biomassa (B) =¢—Ramnolipidios =f=Biomassa
0,12 8 0,12 8
- \ - 7 -
I 0,1 Q 0,1 /
E; [ Tms_ |3 jad °3
- 0,08 e - 0,08 e
2 /\*f—‘\t ) S / z
= 0,06 43 2 0,06 4 3
= / & = / g
£ 0,04 3 E £ 0,04 33
: S 2a g / 24
& 0,02 . & 0,02 -1
0 0 0 0
0 24 48 72 96 0 20 40 60 80
Tempo (h) Tempo (h)
© =0—Ramnolipidios =li=Biomassa (D) —¢—Ramnolipidios -—#=Biomassa
0,12 7 0,12 8
% 01 X 2 01 3
- = D) -6 =
7] 5 = -~ =
£ 0,08 /vé ) 2 0,08 3
= 4 = = <
50,06 2 Z 0,06 4 %
° -3 E" ’ \ g
£0,04 - E g 0,04 S
2 0,02 a £ / N 2 =
=2 /] 1 o~ 0,02
° 0 24 48 72 96 ° 0 / 0
Tempo (h) 0 24 Tem%)go (h) 72 96

Fonte: dados obtidos no presente estudo.

Nos cultivos apresentados na Fig. 3-6, onde a propor¢cao C/N foi mantida em

76,8, a concentracdo de glicose que propiciou o maior crescimento microbiano foi

150g/L, a biomassa obtida foi de 7,6g/L. Tal concentracao de glicose favoreceu também

a producao de ramnolipidios, que atingiu aproximadamente 0,1 g/L. de bioproduto. Os

demais cultivos avaliados nessas condigdes de C/N apresentaram producao inferior a 0,7

g/L.

A Fig. 3-7 apresenta os perfis de producdo de ramnolipidios em frascos

mantendo a concentragao de nitrato em 1,5 g/L.
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Figura 3-7: Producao de ramnolipidios mantendo a concentracao de nitrato em 1,5g/L
de NaNO3 e variando a concentracao de glicose, (A) 100g/L, (B) 150g/L , (C) 200g/L e

(D) 250¢g/L de glicose
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Fonte: elaborado pelo proprio autor.

J& nos cultivos em que a concentragdo de nitrogénio foi mantida de acordo com

o meio de cultura original, e, portanto, variou-se a razdo C/N em cada concentragdo de

glicose avaliada, o maior crescimento foi de aproximadamente 8g/L. e a melhor

produgdo atingiu 0,23g/L. de ramnolipidios, tais resultados foram obtidos com 100g/L

de glicose como fonte de carbono e C/N igual a 160.

As concentragdes maiores de glicose prejudicaram tanto o crescimento como a

sintese de ramnolipidios, esse fato pode estar relacionado a pressao osmdtica exercida

pelas altas concentragdes de glicose no meio de cultura aliada aos altos valores de C/N.
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Diversos autores (GUERRA-SANTOS et al, 1984; RAZA et al, 2007; WU et al,
2007; LOVAGLIO et al, 2010) tem relatado que elevadas propor¢des C/N favorecem
a producdo de biossurfactantes. Porém Lovaglio et al, (2010), ressaltam a necessidade
de uma quantidade minima de nitrogénio presente no meio de cultura, corroborando
com os resultados observados, pois o cultivo que apresentou maior producdo de
ramnolipidios e crescimento microbiano foi, utilizando 100g/L de glicose e uma
propor¢do carbono nitrogénio de 160. Porém quando a C/N foi superior a esse valor
houve uma queda na producdo e no crescimento celular, isso ocorreu, pois a quantidade
de nitrogénio presente no meio de cultura foi insuficiente para o crescimento e
manutengao celular, bem como para a producdo do biotensoativo.

De acordo com o observado nas figuras 3-6 e 3-7 e na discussdo, a condi¢do de
cultivo escolhida para o experimento em biorreator, foi 100 g/L de glicose e 1,5 g/L de
nitrato de sodio, pois foi o cultivo que apresentou melhor produgdo e crescimento

microbiano dentre os avaliados em frascos.

3.3.3.2 Bioprocesso 4: produciao de ramnolipidios utilizando 100g/L de Glicose
como fonte de carbono

Na figura 3-8 pode-se visualizar o perfil de crescimento, consumo da fonte de

carbonoe Nitrogénio e produgdo de ramnolipidios em biorreator por P. aeruginosa LBI

2A1 utilizando 100g/L de glicose.
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Figura 3-8: Produ¢do de ramnolipidios (g/L), Biomassa (g/L) e consumo de substrato
(g/L) da linhagem P. aeruginosa LBI 2A1, utilizando 100g/L de glicose como fonte de

carbono
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Fonte: Dados coletado no presente estudo.

A biomassa maxima obtida nesse cultivo foi de 4g/L em 62h, em seguida houve queda e
estabilizagcdo do crescimento em torno de 2 a 2,5 g/L. A glicose foi totalmente consumida,
sendo exaurida ao término do cultivo. A produgdo de ramnolipidios se iniciou com 20h,
apresentou o dpice em 158h de cultivo, atingindo 1,97g/L.

Essa producao foi inferior aos outros cultivos aqui apresentados, além disso, a glicose ¢
uma fonte de carbono cara o que inviabiliza o processo em larga escala.

Na batelada utilizando glicose como fonte de carbono a quantidade de nitrogénio residual
foi superior a dos cultivos anteriores, ao termino do processo ainda havia 1,26 g/L de

Nitrogénio presente no meio de cultura.

3.3.3.3 Velocidades especificas

Calculou-se 0s iy, U5 € pp, do bioprocesso, a fim de entender melhor o processo.

Os resultados podem ser visualizados na figura 3-9.
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Figura 3-9: Velocidades especificas de formacdo de biomassa (ux), produto (up) e
consumo de substrato (us) utilizando 100g/L de glicose como fonte de carbono.
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Fonte: Elaborado pelo autor do presente estudo

O pp, maximo foi de 0,01 h! em 92h, tal valor foi inferior ao atingido nos

cultivos anteriores, o que reflete a baixa velocidade de formacdo de ramnolipidios.

Assim como na fermentacao utilizando BOM o principal pico de pg € coincidente como

0 pico maximo de iy,

3.3.3.4 Fatores de conversao
Os valores maximos dos fatores de conversdo Yx/s, Yp/s

visualizados na tabela 5.

Tabela 3-5: Valores maximos dos fatores de
conversao Yx/s, Yp/s e Yp/x, utilizando 100g/L de

glicose como fonte de carbono. Tirar bordas.

Fatores de conversao (g/g) Tempo(h)
Yx/s maximo 0,117 20-44
Yp/s maximo 0,045 116-140
Yp/x maximo 2,289 44-68

Fonte: Elaborado pelo autor do presente estudo

e Yp/x podem se
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O rendimento produto/ substrato maximo foi 0,045 g/g, atingido no intervalo de
tempo de 116 140 horas foi inferior ao obtido nos cultivos com BOM e 6leo de soja.

Ja o Yx/s maximo foi de 0,117 g/g entre 20 ¢ 44h. Com relagdo ao rendimento
Yp/x o valor maximo alcangado foi de 2,289¢g/g este valor foi proximo ao observado na
batelada utilizando 6leo de soja, isso ocorreu devido a biomassa ser menor que a do
cultivo com o6leo, a produgdo também foi inferior o que acarretou em valores de Yx/s
similares.

A produtividade ao termino do processo foi de 0,01 g/L.h, que ¢ inferior ao
encontrado nos cultivos citados anteriormente, este resultado permite concluir que a

glicose, dentre as fontes avaliadas, ndo ¢ adequada para a producao de ramnolipidios.

3.3.4 Bioprocesso 5: producio de ramnolipidios utilizando Glicose e 6leo de
soja como fonte de carbono
A figura 3-10 mostra o perfil de produgdo de ramnolipidios no cultivo utilizando

glicose (50g/L) e dleo de soja (233,5g/L), como fontes de carbono.

Figura 3-10: Produgdo de ramnolipidios (g/L), Biomassa (g/L) e consumo de substrato
(g/L) da linhagem P. aeruginosa LBI 2A1, utilizando 50g/L de glicose ¢ 233,5g/L de
6leo de soja como fonte de carbono
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

O uso simultaneo de glicose e 6leo de soja como fontes de carbono favoreceu o

crescimento microbiano, que atingiu 23,4g/L em 116 horas de cultivo, Observa-se que
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inicialmente (0-20 horas), o aumento da biomassa ocorre principalmente devido ao
consumo de o6leo; entre 20 e 60 horas as duas fontes sdo consumidas, entretanto a
absorc¢ao de glicose ¢ preferencial chegando a ser totalmente exaurida do meio em 86
horas de cultivo. No final do processo tem-se 83g/L. de dleo residual.

Em relagdo a producdo de ramnolipidios, a adicao de 6leo junto com a glicose,
acarretou em um aumento de 118% na concentracdo do produto, quando comparado ao
ensaio onde se utilizou apenas glicose. Entretanto a producdo foi inferior a obtida nos
cultivos utilizando BOM e 6leo de soja separadamente.

O consumo de nitrogénio apresenta um perfil parecido ao consumo de glicose, o
que nos leva a acreditar que o nitrogénio ¢ consumido concomitantemente essa fonte de

carbono levando ao crescimento microbiano.

3.3.4.1 Velocidades especificas
Na figura 3-11 pode-se observar os valores das velocidades especificas de

crescimento, consumo de substrato e formagao do produto.

Figura 3-11: Velocidades especificas de formacdo de biomassa (ux), produto (up) e
consumo de substrato (us) utilizando 50g/L de glicose e 233,5g/L de 6leo de soja como
fonte de carbono
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.
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O pp méaximo foi de 0,005 h™' no tempo de 92h, tal valor foi inferior ao atingido
nos cultivos anteriores, isso se deve a baixa producao de ramnolipidios associada a uma

alta biomassa, como pode ser visualizado na figura 11.

O pico méaximo ps Oleo de soja é coincidente como o pico méaximo de py 0 que
indica que nesse intervalo a bactéria estd utilizando 6leo de soja para crescer, Porém o
pico maximo pg¢Glicose aparece posteriormente um pouco deslocado para a direita, o
que faz com que o pico py apresente uma base mais alargada, o que indica o uso da

glicose também para o crescimento microbiano.

3.3.4.2 Fatores de conversao

Foram calculados também os fatores de conversao Yx/s, Yp/s e Yp/x, para o

calculo desses valores se utilizou o valor de psTotal (Tabela 3-6).

Tabela 3-6: Valores maximos dos fatores de
conversao Yx/s, Yp/s e Yp/x, utilizando glicose e
6leo de soja como fonte de carbono, os fatores de
conversao expostos foram calculados frente ao total
da fonte de carbono.

Fatores de conversao (g/g) Tempo(h)
Yx/s 1,27 68-92
Yp/s 0,53 68-92
Yp/x 0,42 68-92

Fonte: elaborado pelo proprio autor.

O rendimento produto/ substrato méximo foi 0,42g/g, atingido em 92 horas, valor
inferior aos rendimentos maximos observados com BOM e 6leo de soja, que atingiram
0,55 e 3.2, respectivamente. Entretanto foi superior ao obtido na fermentagao utilizando
apenas glicose como fonte de carbono.

O rendimento Yx/s maximo foi de 1,27 g/g e ocorreu em 92h, o que mais uma vez
demonstra o alto crescimento celular. Com relacdo a propor¢do produto/ biomassa

(Yp/x), o valor maximo foi de 0,42g/g no tempo de 92 horas, esse rendimento foi
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inferior ao de todos os outros cultivos. A produtividade obtida (0,027 g/L.h), s6 foi
superior a do cultivo com 100g/L de glicose.

Frente a todos os resultados obtidos, a fonte de carbono escolhida para dar
continuidade aos experimentos foi o 6leo de soja, por apresentar a maior producdo, um

bom rendimento e a maior produtividade dentre todos os cultivos realizados.

3.3.5 Bioprocesso 6: cultivo alimentado por pulso unico para a producio de

ramnolipidios utilizando 6leo de soja como fonte de carbono.

A figura 3-12 apresenta os dados da batelada alimentada, na qual foi realizada
alimenta¢cdo em um pulso Gnico no tempo de 58h, sendo adicionado 23,85 g/L de dleo
de soja.

Figura 3-12: Produgdo de ramnolipidios (g/L), Biomassa (g/L) e consumo de
substrato (g/L) da linhagem P. aeruginosa LBI 2A1, utilizando 250g/L de o6leo de
soja como fonte de carbono a alimentada com pulso no tempo de 58h com 23,85g/L
de o6leo de soja (a seta marca o inicio da alimentagao).
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

A alimentagdo em pulso unico favoreceu a crescimento microbiano que atingiu
14,4 g/L em 92h de cultivo, porém a producdo de biossurfactante foi prejudicada com
producao méxima de 11,46 g/L de ramnolipidios em 134h.

A concentragdo de dleo residual foi 124,4 g/L, tal concentragdo foi mais de 7

vezes superior a observada no bioprocesso 1.
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O perfil desse cultivo também foi diferente do observado na batelada utilizando
250 g/L de 6leo de soja como fonte de carbono, no presente cultivo a biomassa nao
estabilizou, e a produ¢do de ramnolipidios foi tardia, passando a ser expressiva apenas
apos 86h.

De acordo com Lang & Wullbrandt, (1999) € necessaria a limitacdo do crescimento
microbiano junto a um excesso de fonte de carbono, para a alta produgdo de ramnolipidios,
porém essa limitagdo no crescimento ocorreu de maneira tardia, apds as 92h, provavelmente
devido ao excesso de nitrogénio no meio de cultura até esse tempo de cultivo o que retardou
producao do biotensoativo. De acordo com Syldatk et al, (1985), o excesso de fonte de
carbono pode provocar a inibi¢do na produgdo de biossurfactantes, o que também pode ter

ocorrido nesse experimento.

3.3.5.1 Velocidades especificas
A figura 14 apresenta os valores das velocidades especificas de crescimento,

consumo de substrato e formag¢do do produto.

Figura 3-13: Velocidades especificas de formagdo de biomassa (Lix),
produto (p,) € consumo de substrato (us) utilizando 6leo de soja como
fonte de carbono, e alimentagdo com um pulso tnico.
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Fonte: Dados coletados no presente trabalho.

O pp, maximo nesse bioprocesso foi de 0,023 h em 116h de cultivo, tal valor foi
inferior ao atingido nos cultivos sem alimentag¢do, onde o p, maximo foi de 0,061 com

68h de cultivo, acarretando em baixa producao de ramnolipidios.
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O pico maximo de consumo de substrato () é coincidente como o pico maximo
de k. 0 que indica que nesse intervalo a bactéria estd utilizando 6leo de soja para
crescimento e manutencao celular e ndo para a producdo do metabodlito de interesse,

uma vez que ndo ha nenhum pico concomitante de ps € pp,

3.3.5.2 Fatores de conversiao
A tabela 3-7 mostra os valores méximos dos fatores de conversao Yx/s, Yp/s e

Yp/x.

Tabela 3-7: Valores maximos dos fatores de

conversao Yx/s, Yp/se Yp/x

Fatores de conversao (g/g) Tempo(h)
Yx/s 0,87 20-44
Yp/s 0,03 20-44
Yp/x 0,05 20-44

Fonte: claborado pelo proprio autor.

O fator de conversdo Yx/s maximo foi inferior ao obtido no bioprocesso 1
conduzido em batelada. O mesmo se deu para o fator de conversdo de biomassa em
produto.

A produtividade maxima do bioprocesso 6 foi de 0,097, sendo inferior a relatada
por Lovaglio, (2011) e a observada no cultivo em batelada utilizando 6leo de soja como
fonte de carbono, o fato da produtividade desse cultivo ser baixa esta atrelado a baixa

producao quando comparada a produgdo obtida no cultivo em batelada.

3.3.6 Bioprocesso 7: cultivo alimentado com vazio constante para a producio
de ramnolipidios utilizando dleo de soja como fonte de carbono.

Na figura 3-14 pode-se visualizar o crescimento microbiano, a producdo de

ramnolipidios, os consumos de 6leo de soja e de nitrogénio, do cultivo em batelada

alimentada, utilizando uma vazao constante.

Figura 3-14: Producao de ramnolipidios (g/L), Biomassa (g/L) e consumo de substrato
(g/L) da linhagem P. aeruginosa LBI 2A1, utilizando 250g/L de 6leo de soja como fonte
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de carbono a alimentada com fluxo continuo (a seta laranja marca o inicio da

alimentacao).
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Fonte: elaborado pelo proprio autor.

Como pode-se observar apds a alimentacdo ser iniciada com 60h a biomassa
passa a cair € a concentracao de ramnolipidios apresenta uma leve queda apds o termino
da alimentagdo com 68h. Essas quedas de biomassa e producdo refletem na quantidade
final de biossurfactante que foi de 22,52 g/L, valor inferior obtido com o cultivo em
batelada, que foi de 36,4 g/L. de ramnolipidios esta reducado foi de 38%.

Lovaglio et al, (2010) também relataram uma queda na producdo de
ramnolipidios por P. aeruginosa quando o método de cultivo empregado foi a batelada
alimentada, tal qual ocorreu no presente trabalho.

A baixa produgdo nesse cultivo pode estar relacionada a queda na biomassa

observada apos 60 h de cultivo.

3.3.6.1 Velocidades especificas
A figura 3-15 apresenta as velocidades especificas de crescimento, consumo de

substrato e formagao do produto.
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Figura 3-15: Velocidades especificas de formagdo de biomassa (ux), produto (up) e
consumo de substrato (us) utilizando 6leo de soja como fonte de carbono, e alimentagao

continua.
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Fonte: elaborado pelo proprio autor.

O u, maximo foi de 0,0295 h™' no tempo de 158h, sendo inferior ao observado
quando o cultivo foi realizado em batelada (bioprocesso 1).

O pico maximo pg € coincidente como o pico maximo de py , porém nesse
cultivo ja havia uma producdo inicial de biossurfactante, que indica que nesse intervalo
a bactéria esté utilizando 6leo de soja para crescimento e para a producdo do metabdlito

de interesse.
3.3.6.2 Fatores de conversao

A tabela 3-8 mostra os fatores de conversao Yx/s, Yp/s e Yp/x.

Tabela 3-8: Valores maximos dos fatores de
conversdao Yx/s, Yp/se Yp/x

Fatores de conversao (g/g) Tempo(h)
Yx/s 0,04 0-20
Yp/s 3,70 140-158
Yp/x 1,99 44-68

Fonte: elaborado pelo proprio autor.
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O fator de conversao Yx/s maximo foi de 0,04g/g sendo inferior ao obtido no
bioprocesso 1 (2,8 g/g), isso ocorreu devido a queda na biomassa verificada na figura
15.

O fator de conversao Yp/x, também foi inferior ao observado no cultivo em
batelada que atingiu 2,4g/g.

A produtividade do bioprocesso 7 foi de 0,14, também inferior a relatada por
Lovaglio, (2011) e a observada no cultivo em batelada. Porém essa produtividade foi a
segunda maior encontrada dentre os experimentos realizados.

Apesar de alguns trabalhos relatarem o acréscimo na producao de ramnolipidios
quando o cultivo em batelada alimentada ¢ implementado (TRUMMLER et al, 2003;
ZHU et al, 2012), no presente trabalho o sistema de alimentacdo empregado ndo
favoreceu a produgdo do metabdlito de interesse, o que esta de acordo com o encontrado
por Lovaglio et al, (2010) que relata uma queda de 4 vezes na producdo quando o
cultivo ¢ conduzido em batelada alimentada.

A produgao de biossurfactantes por Candida antarctica, utilizando o cultivo em
batelada também reduzil a concentracdo final do metabdlito de interesse a reducdo na
producdo nesse caso foi 38,5% (ADAMCZAK; BEDNARSKI, 2000). Esta queda pode

estar ligada ao execesso da fonte de carbono no meio de cultura (SYLDATK et al, 1985).

3.3.7 Homélogos de Ramnolipidios produzidos no cultivo utilizando é6leo de soja

e glicose como fonte de carbono.

As analises por ESI(-) - MS forneceram a composi¢do dos homologos
produzidos por P. aeruginosa LBI 2A1. A Figura 3-16 mostra os ions obtidos das
amostras de ramnolipidios produzidos no cultivo utilizando glicose (50g/L) e 6leo de

soja (233,5g/L), como fontes de carbono, nos tempos 38, 86 e 158 horas de cultivo.
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Figura 3-16: ESI (-) — MS de amostras de ramnolipidios produzidos por P. aeruginosa
LBI 2A1 utilizando a mistura glicose e 6leo de soja como fonte de carbono (A) 38, (B)
86, (C) e 158 horas de cultivo.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Os fons m/z 279 corresponde ao acido linoléico (CATHARINO et al, 2007), que ¢
um 4cido graxo proveniente do 6leo de soja empregado como fonte de carbono.

De acordo com Déziel et al, 2003 os acidos graxos sdo intermediarios da
formag¢ao dos ramnolipidios, além disso eles possuem atividade surfactante, sendo
capazes de reduzir a tensdo superficial da dgua para valores inferiores ao alcangado
pelos ramnolipidios.

A tabela 3-9 apresenta a composi¢@o e a abundancia relativa dos acidos graxos

produzidos por Pseudomonas aeruginosa LBI 2A1 ao longo do cultivo.

Tabela 3-9: Composi¢do quimica e abundancia relativa de acidos graxos produzidos
por Pseudomonas aeruginosa LBI 2A1 ao longo do cultivo utilizando a mistura glicose
+ 6leo de soja como fonte de carbono.

Abundancia

Composicao Elementar Nomenclatura / [M-H] Relativa (%)
Estrutura/ Insaturacoes Fragmentacoes m/z 38h 86h  158h
C12H»,05 /Ca. B-hidroxidodecenoil [213] 55,59 e 113 5,40 28,40 25,67
C14H2403/ Ci4 B-hidroxi tetra-di-decenoil [239] 59 6,75 33,78 47,3
C10Cs / C3Cqp B-hidroxi-octanoil-B-hidroxidecanoato 0 5,40 6,75

[329] 59, 159, 187, 283, 311

Fonte: elaborado pelo autor.
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Pode-se visualizar na tabela 3-9 que a composicao e a abundancia relativa dos
acidos graxos produzidos pelo micro-organismo variam ao longo do cultivo, com 38
horas o 4cido graxo B-hidroxi-octanoil-fB-hidroxidecanoato nao foi identificado no
cultivo, porém passa a ser apds 86 horas. A abundancia relativa dos 3 4cidos graxos
produzido pela bactéria aumenta ao longo do processo chegando a0 maximo ao termino
do cultivo.

A tabela 3-10 mostra Composi¢do quimica e abundancia relativa dos homologos

de ramnolipidios produzidos por Pseudomonas aeruginosa LBI 2A1.

Tabela 3-10: Composi¢do quimica e abundancia relativa dos homologos de
ramnolipidios produzidos por Pseudomonas aeruginosa LBI 2A1 ao longo do cultivo
utilizando a mistura glicose + dleo de soja como fonte de carbono.

Composicao [M-H]-
Elementar Estrutura/ Insaturacgoes m/z Abundéancia Relativa (%)
38h 86h 158h
C24H4409 RhaC8C10 / RhaC10C8 475 0 5,40 9,46
Ca6Hag09 RhaC10C10 503 6,75 62,16 100
RhaC10C12:1/
CasHs009 RhaC12:1C10 529 0 0 9,46
CagHs5209 RhaC10C12 / RhaC12C10 531 0 5,4 0
C3HsgO13 RhaRhaC10C10 649 0 20,27 32,43
RhaRhaC10C12/
C34Hg2013 RhaRhaC12C10 677 0 0 5,4

Fonte: elaborado pelo autor.

Pode-se observar na tabela 3-10 que os homologos detectados ao longo do
cultivo variam, com 38 h de cultivo, apenas o homo6logo RhaC10C10 foi identificado,
porém ao longo do processo outros homologos de ramnolipidios foram detectados.

Lovaglio, (2011) relata em seu trabalho que a linhagem P. aeruginosa LBI 2A1,
produz 8 diferentes homologos de ramnolipidios utilizando 6leo de girassol ou borra de
6leo de milho como fonte de carbono, no presente estudo foram encontradas apenas 6
diferentes homologos de ramnolipidios. Os homodlogos ndo encontrados foram o
RhaRhaC8C10 / RhaRhaC10CS8 cuja a razao massa carga ¢ 621 ¢ o homologo de razao
massa carga 675 RhaRhaC10C12:1 /RhaRhaC12:1C10.
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A variagdo na composicdo esta associada principalmente a linhagem,
composi¢ao do meio de cultura, condi¢des de cultivo e idade da cultura (MATA-
SANDOVAL et al, 1999). Dentre os fatores que afetam a composi¢ao dos homologos a
principal diferenca entre o presente estudo e o trabalho realizado por Lovaglio, (2011)
foi a fonte de carbono utilizada. Portanto o uso de glicose e 6leo de soja como fonte de

carbono afetou a composi¢ao dos homologos de ramnolipidios produzidos.
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4 CAPITULO II - INFLUENCIA DOS RAMNOLIPIDIOS NA GERMINACAO
DE SEMENTES
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4.1 INTRODUCAO

Surfactantes sdo moléculas que possuem regides com polaridades distintas.
Esses compostos sdo capazes de reduzir a tensdo superficial e interfacial (MULLIGAN,
2005). Eles possuem varias propriedades funcionais conhecidas e exploradas em
diversos setores comerciais, os surfactantes também sao requeridos dentro da area
agricola (SACHDEV; CAMEOTRA, 2013). Segundo Sachdev ¢ Cameotra, (2013) em
2004, 0,2 milhdes de toneladas de surfactantes eram empregados na prote¢do da lavoura
e na formulagdo de agrotoxicos.

Os biossurfactantes sdo compostos naturais que possuem caracteristicas
similares aos surfactantes sintéticos. Os produtores de biossurfactantes mais bem
estudados sdo micro-organismos, tais como fungos filamentosos, leveduras e bactérias
(BANAT et al, 2000; DESAIL; BANAT, 1997).

Os biossurfactantes possuem diversas vantagens quando comparados aos
surfactantes sintéticos, eles podem ser produzidos a partir de fontes renovaveis,
possuem baixa ou nenhuma toxicidade, alta especificidade, sdo efetivos em condigdes
extremas, tais como de alta salinidade e ampla faixa de pH possuem grande diversidade
estrutural e alta biodegradabilidade (BENINCASA et al, 2008; LOVAGLIO et al,
2011; SACHDEV; CAMEOTRA, 2013).

Esses metabdlitos microbianos podem ser aplicados na agroindustria, sendo seu
principal atrativo para o setor a atividade antimicrobiana, ha relatos dessas biomoléculas
atuando frente a micro-organismos fito-patégenos (VARNIER et al, 2009; VATSA et
al, 2010). Além de aturem como antimicrobianos estudos apontam que os ramnolipidios
podem ativar o sistema imunologico de Arabidopsis thaliana, o que ajudaria no
combate a pragas (SANCHEZ et al, 2012).

Devido ao estimulo dos ultimos anos para o uso de produtos de baixo impacto
ambiental, denominados de produtos verdes, ¢ provavel que haja um crescimento na
utilizacao dos surfactantes biologicos, tanto na substituicdo dos surfactantes sintéticos
como para novas aplicacdes na agroindustria, frente a isso se faz necessario avaliar a
influéncia desses metabolitos na germina¢do de sementes de plantas cultivdveis, o que
pode ainda levar a uma nova aplicacdo desses bioprodutos.

Portanto no presente estudo foi avaliada a influéncia dos ramnolipidios
produzidos anteriormente utilizando como fonte de carbono 6leo de girassol.O micro-

organismo empregado na produgdo foi P. aeruginosa LBI 2A1
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42 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Micro-organismo
O micro-organismo empregado nos experimentos realizados foi Pseudomonas
aeruginosa LBI 2A1, o qual é proveniente de um banco de mutantes randomicos do
Laboratério de Microbiologia Industrial — Depto de Bioquimica e Microbiologia —
Unesp Rio Claro. Esse micro-organismo encontra-se acondicionado em tubos

criogénicos contendo glicerol 20% v/v, em freezer a -20°C.
4.2.2 Meio de cultura

4.2.2.1 Meio Mineral livre de calcio com tampao fosfato

O meio de cultura utilizado possui a seguinte constituicdo em (g/L): MgSO4
7H,0 - 0,05; KCI - 0,1; NaNO; - 1,5; tampao fosfato 0,1M pH 6,5 e 1 mL/L da solucao
de elementos tracos. Esta solugdo é composta por (g/L): citrato de so6dio dihidratado —
2,0; FeCl; 6H20 — 0,28; ZnSO4 7H,0 — 1,4; CoCl, 6H,O — 1,2; CuSO4 SH20 — 1,2;
MnSO4 H20 - 0,8.

Esse meio de cultura foi utilizado para o crescimento microbiano que serviu
como inoculo para o biorreator, a fonte de carbono utilizadas para o crescimento

microbiano foi de 125g/L de 6leo de girassol (LOVAGLIO, 2011).

4.2.2.2 Meio Mineral livre de calcio

Para a produgdo de ramnolipidios em biorreator utilizou-se o seguinte meio
(g/L): K;HPO4 — 0,3; MgSO4 7H,0 - 0,5; KCI — 1,0; NaNO3 — 15. O volume e a
composi¢do da solugdo de elementos tragos utilizada foram os mesmos descritos no
item anterior. A fonte de carbono empregada nessa etapa de trabalho foi 250g/L de dleo

de girassol.

4.2.3 Purifica¢do do ramnolipidios produzido
Um volume do caldo livre de células foi misturado ao mesmo volume de n-hexano
(1:1), agitou-se vigorosamente até completa homogeneizacdo. Em seguida, a mistura foi
mantida em repouso, até que houvesse a separagao das fases. Descartou-se a fase contendo
n-hexano/ dleo e adicionou-se H3PO4 85% 1:100 (v/v) a fase aquosa, levando a precipitagao
dos ramnolipidios presente. Para a extragcdo do tensoativo utilizou-se acetato de etila 1:1,25

(v/v); agitou-se por 10 min e novamente a mistura foi mantida em repouso, retirou-se a fase
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superior para evaporacdo do solvente em rotavapor e obtencdo do ramnolipidio. O

procedimento de extragdo com acetato de etila foi repetido com a fase inferior.

4.2.4 Espécies avaliadas
A influéncia dos ramnolipidios produzidos pela bactéria P. aeruginosa LBI 2A1
na germinagdo de sementes foi realizada frente as seguintes espécies: alface (Lactuca

sativa), girassol (Helianthus annuus), milho (Zea mays) e soja (Glycine max).

4.2.5 Assepsia externa das sementes
Inicialmente as sementes passaram por uma assepsia, a fim de eliminar micro-
organismos de seu exterior, as sementes foram colocadas em alcool 70°gl por um
minuto, posteriormente permaneceram em solu¢do de hipoclorito 2% v/v por mais um

minuto, sendo lavadas posteriormente por um minuto em agua destilada estéril.

4.2.6 Teste de germinac¢io das sementes

Apds a assepsia externa as sementes foram colocadas em placas de vidro estéreis
forradas com dois papeis filtro, cada placa recebeu 30 sementes, adicionou-se ainda
7,5ml da solugdo a ser avaliada, nos experimentos em que utilizou-se sementes de soja
essas sementes foram cobertas com dois papeis de filtro para aumentar a superficie de
contato as semente com a solugdo. Os experimentos foram realizados sob luminosidade
constante a 25 °C. A contagem de sementes germinada foi realizada em intervalos de 24
horas, foram feitas quatro repeti¢cdes para cada tratamento. As solucdes avaliadas foram
o controle (dgua destilada), 0,025 0,05, 0,075% e 0,1% p/v de ramnolipidios, o pH de

todas as solugdes foi ajustado para 6,5.

4.2.7 Quantificacao do crescimento das raizes e medida de massa seca
Ao término dos experimentos, as raizes de cada semente germinada foram
medidas, apdés a medicdo as sementes foram colocadas em envelopes de papel
identificado com o tipo de tratamento e a quantidade de sementes, para a secagem, esse
procedimento foi realizado em estufa a 100°C, até que o peso seco das sementes fosse

estavel.
43 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Germinacao de sementes de alface
A Fig.4-1 apresenta a germinagdao acumulada das sementes de Lactucca sativa ao

longo do tempo nos diferentes tratamentos.
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Figura 4-1: Germinagdo acumulada de sementes de L. sativa na presenca de
diferentes concentragdes de ramnolipidios.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

O tratamento que apresentou a maior média de sementes germinadas foi aquele no
qual se utilizou 0,1% p/v de ramnolipidios, neste ensaio a média de sementes geminadas
foi 21,5 A segunda maior taxa de germinagdo acumulada foi observada com 0,075% p/v
de ramnolipidios, com 18,5 sementes germinadas ao termino dos experimentos. Todos
0s grupos experimentais em que os ramnolipidios foram aplicados apresentaram
germinagdo superior ao controle, porém nos experimentos com 0,05% p/v de
ramnolipidios as taxas de germinagdo se mostraram similares a do controle.

Ha relatos de que o emprego de surfactantes favorece a germinacdo de sementes
(DUNAEVA et al, 1992). O que esta de acordo com o visualizado no presente estudo.

Na Fig. 4-2 sdo apresentadas as frequéncias relativas de germinagdo nos

diferentes tratamentos ao longo do tempo.
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Figura 4-2: Frequéncia relativa de sementes de alface germinadas ao longo do
tempo quando submetidas as solugdes: controle, 0,025, 0,05 0,075 ¢ 0,1% p/v de

ramnolipidios.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Quando as sementes de L. sativa sdo submetidas a uma solugao de 0,1% p/v de
ramnolipidios a frequéncia relativa de 100% ¢ atingida no primeiro dia de observacgao,
ou seja, nesse grupo experimental, todas as semente que germinaram o fizeram com 24h
de experimento, demonstrando uma grande sincronia de germinagao.

O tratamento 0,05% p/v, apresentou uma taxa de germinagdo proxima ao controle,
porém a frequéncia relativa de germinagdo desse tratamento foi superior que a do
controle com 1 dia de experimento, assim como os outros tratamentos que utilizaram o
biossurfactante.

A menor velocidade de germinacdo observada foi a do grupo controle com o
coeficiente de correlagdo de 0,5 e o maior coeficiente foi observado quando as sementes
receberam a solucdo contendo 0,1% p/v de ramnolipidios com velocidade = 1, isso
demonstra que o emprego desse surfactante bioldgico aumenta a velocidade de

germinacdo de sementes de alface, para a lavoura esse aumento pode ser benéfico.
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Segundo Heydecker e Coolbear, (1977), a sincronia na germinagao das sementes ¢
importante para a lavoura, portanto o emprego desses biotensoativo favoreceria o
cultivo de alface.

A Fig. 4-3 apresenta as plantulas de alface nos diversos tratamentos apds o
termino dos experimentos.

Figura 4-3: plantulas de L. sativa nos diferentes tratamentos apds o termino do
experimento.
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Fonte: elaborado pelo autor

E importante verificar se plantulas foram prejudicadas pela aplicagdo do
biossurfactantes, além do teste visual, as raizes e a massa seca das plantulas foram
medidas.

A figura 4-4 apresenta o comprimento médio das raizes das plantulas e a massa

seca média das plantulas germinadas.
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Figura 4-4: Comprimento médio das raizes das plantulas germinadas e
massa seca média das sementes germinadas, nos grupos experimentais:
controle, 0,025 , 0,05, 0,075 ¢ 1% p/V de ramnolipidios
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Fonte: Elaborado pelo autor.

As figuras 4-3 e 4-4 quando analisadas em conjunto permitem inferir que apesar
das germinacdes das sementes de alface ter sido favorecida pela aplicagdo de
ramnolipidios, as plantulas submetidas a esse biossurfactante tiveram seu
desenvolvimento ligeiramente prejudicado ao longo do experimento, o comprimento
médio da raiz dessas plantulas sdo reduzidos conforme ha um aumento na concentragdo
de ramnolipidios, sugerindo um efeito toxico desse bioproduto frente as plantulas de L.
sativa. Porém o acumulo de biomassa dessas sementes foi ligeiramente favorecido, isso
se deve ao fato de que nos tratamentos utilizando ramnolipidios havia casos em que a

parte foliar das plantulas emergia das semente antes da parte radicular.

4.3.2 Germinac¢ao de sementes de Milho
Na Fig.4-5 estdo apresentados os dados da germinacdo acumulada das sementes

de milho.
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Figura 4-5: Germinag¢ao acumulada de sementes de Zea mays na presenca de
diferentes concentragdes de ramnolipidios
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Pode-se observar na Fig.4-5 que nas concentragdes de 0,025 e 0,050% p/v a
aplicagdo de ramnolipidios favorece a germinacdo das sementes de milho, chegando a
uma média de 19,75 sementes germinadas quando a concentragdo empregada ¢ 0,025%
p/v. Quando a concentragdo desse biossurfactante aumenta para 0,075% p/v média de
sementes germinadas ¢ estatisticamente igual a do controle (p=0,70), porém na
concentracao de 0,1% p/v a germinag¢ao acumulada passa a ser inferior ao controle.

Hurtt e Hodgson, (1987) relataram que o uso dos surfactantes tween 20 e tween
80 em concentracdes que variaram de 0,05 até 0,4% v/v favoreceram a germinagdo de
Echinochloa crus-galli. Spurrier ¢ Jackobs, (1955), observaram que Triticum aestivum
L. tem sua germinagdo afetada quando em contato com tween 80 na concentragdo de
1%, ou seja, a presenga dos surfactantes favorece a germinagdo de sementes até certa
faixa, passando a ser prejudicial a4 partir de uma dada concentragdo. O mesmo foi
observado em nossos experimentos utilizando semente de milho, nas concentragdes de

até 0,05% p/v de ramnolipidios a germinacao ¢ favorecida, porém na concentracao 0,1%

p/v, a germinagdo passa a ser prejudicada.
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A Fig. 4-6 ilustra a frequéncia relativa das sementes de milho ao longo do
tempo.

Figura 4-6: frequéncia relativa de sementes de milho germinadas ao longo
do tempo quando submetidas as solugdes: controle, 0,025, 0,05 0,075 e
0,1% p/v de ramnolipidios.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A frequéncia relativa de germinacdo das sementes de milho ao longo do tempo
apresenta um perfil bastante parecido em todos os tratamentos, portanto para essa
espécie os ramnolipidios ndo exerceram influéncia significativa na distribuicdo da
germinagdo das sementes.

Na Fig.4-7 pode-se visualizar as placas contendo as plantulas de milho.
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Figura 4-7: plantulas de Zea mays nos diferentes tratamentos apos o termino do
experimento
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Na figura abaixo (Fig.4-8) s3o apresentados os comprimentos médios das raizes

e a massa seca das plantulas de Zea mays.
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Figura 4-8: comprimento médio e massa seca das raizes das plantulas de
milho germinadas, nos grupos experimentais: controle, 0,025, 0,05, 0,075 e
1% p/v de ramnolipidios.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Avaliando as figuras 4-7 e 4-8 nota-se que a aplicacdo de ramnolipidios favoreceu
o crescimento da regido radicular das plantulas de milho nas concentragdes 0,025 e
0,050% p/v, porém as concentragdes superiores a 0,05% p/v apresentam um
crescimento radicular inferior ao controle, ou seja, o crescimento radicular é afetado
negativamente por concentragdes superiores a 0,05% p/v de ramnolipidios.
A Fig.4-8 nos mostra ainda que apesar do comprimento das raizes de milho ser
prejudicado nas concentragdes 0,075 e 0,1% p/v a massa seca desses tratamentos
continua proxima a do grupo controle, esse fato ocorre, pois, as raizes das plantulas

nessas concentragdes apresentaram mais ramificagdes.

4.3.3 Germinacio de sementes de Soja

A germinagdo acumulada das sementes de soja pode se observada na Fig. 4-9.
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Figura 4-9: Germinagdo acumulada de sementes de Glycine max na
presenca de diferentes concentragdes de ramnolipidios.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Nos experimentos utilizando as sementes de soja, o comportamento da
germinagdo foi diferente do observado para alface e milho, no caso da soja ndo houve
influéncia dos ramnolipidios na taxa de germinacdo das sementes (p=0,3), portanto se
esse biossurfactante for empregado para a biorremediagdo de uma 4rea, ¢ possivel a
plantacdo de soja nesse local, pois as sementes dessa espécie nido sdo afetadas
negativamente pelos ramnolipidios. Além disso a aplicagdo desse biossurfactante como
substituto dos surfactantes sintéticos, nas diversas aplicagdes que essas moléculas
possuem dentro da agroindustria, ndo acarretaria danos a germinagdo das sementes de
Glycine max.

A Fig.4-10 apresenta os dados da frequéncia relativa de germinacdo das

sementes de soja.
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Figura 4-10: frequéncia relativa de sementes de soja germinadas ao
longo do tempo quando submetidas as solucdes: controle, 0,025, 0,05
0,075 e 0,1% p/v de ramnolipidios.
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Fonte: elaborado pelo proprio autor.

Como apresentado na figura acima o perfil da frequéncia relativa de germinagao
ao longo do tempo ¢ similar em todos os tratamentos, exceto no que foi empregada a
concentragdo de 0,075% p/v de biossurfactante.

A Fig.4-11 mostra as plantulas de soja germinadas ao longo do experimento, um
exame visual ndo ¢ capaz de identificar alteracdo nas plantulas devido a aplicagdo de

ramnolipidios nas sementes.
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Figura 4-11: plantulas de Glycine max nos diferentes tratamentos apds o termino do
experimento.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

A figura 4-12 apresenta o crescimento radicular e a massa seca das plantulas de

Glycine max ao termino do experimento.
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Figura 4-12: comprimento médio das raizes e massa seca das plantulas
germinadas de soja nos grupos experimentais: controle, 0,025 , 0,05, 0,075 e
1% p/V de ramnolipidios.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

A figura acima (Fig.4-12) nos permite inferir que a aplicacdo de ramnolipidios nas

sementes de soja favoreceu o crescimento das raizes das plantulas durante o periodo

observado, todas as concentracdes de ramnolipidios apresentaram plantulas com raizes

maiores que a do grupo controle, além disso o acumulo de biomassa das plantulas de

soja germinadas também foi favorecido pela aplicagdo do biotensoativo.

4.3.4 Germinacao de sementes de girassol

A figura abaixo (Fig. 4-13) ilustra o numero acumulado de sementes de girassol

germinadas ao longo do tempo.
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Figura 4-13: Germinacdo acumulada de sementes de Helianthus annuus na
presenca de diferentes concentracdes de ramnolipidios.
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Fonte: Dados coletados pelo proprio autor.

Os tratamentos utilizando ramnolipidios favoreceram a germinagdo das sementes.
Além disso nos grupos experimentais em que aplicou-se 0,025 , 0,05% p/v de
ramnolipidios as sementes iniciaram o processo de germinagdo em um intervalo de
tempo menor que o observado com o grupo controle e nos demais tratamentos. Quanto
maior a concentragdo do biossurfactante empregada, maior foi a média de germinagdo
das sementes de girassol, a maior quantidade média de sementes germinadas foram 16
sementes.

Os resultados obtidos utilizando ramnolipidios para a germinagdo de sementes de
girassol assim como o trabalho realizado por Hurtt e Hodgson, (1987) demonstra que os
tensoativos sdo capazes de favorecer a geminagao de sementes.

A figura 4-14 apresenta os resultados da frequéncia acumulada de germinacao das

sementes de girassol ao longo do experimento.
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Figura 4-14: Frequéncia relativa de sementes de girassol germinadas ao
longo do tempo quando submetidas as solugdes: controle, 0,025, 0,05
0,075 e 0,1% p/v de ramnolipidios.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

A figura 4-14 permite uma visualizagdo melhor do inicio da germinacdo da
sementes nos diversos tratamentos, e assim como na Fig. 4-13 pode-se notar que nas
concentragdes 0,025 e 0,050 % p/v de ramnolipidios a germinacdo se iniciou antes do

observado no grupo controle.

A figura 4-15 apresenta as plantulas de girassol germinadas nos diversos

tratamentos.
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Figura 4-15: plantulas de Helianthus annuus nos diferentes tratamentos.

Controle 0.025% 0,05%

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Na figura 4-16 pode-se visualizar o crescimento médio das raizes das plantulas

de girassol e a massa seca dessas plantulas.
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Figura 4-16: comprimento médio das raizes das plantulas germinadas de
girassol nos grupos experimentais : controle, 0,025 , 0,05, 0,075 ¢ 1% p/V
de ramnolipidios.
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As figuras 4-15 e 4-16 demonstram que para as sementes de girassol a aplicacao de
ramnolipidios ndo s6 favoreceu a germinacao como também favoreceu o crescimento
radicular das plantulas, que aumentou com a aplica¢ao de ramnolipidios, assim como a
massa seca das plantulas.

Segundo Krawczynska, (2011) a aplicagcdo de biossurfactantes como constituinte
de um biopreparado favoreceu a germinagdo e o desenvolvimento de sementes de varias
espécies de plantas, o efeito positivo dos biossurfactantes também foi observado no
presente experimento favorecendo a germinagdo e o desenvolvimento das plantulas de
girassol.

Os resultados desse capitulo demonstram que ndo sO a concentragdo de
ramnolipidios afetam a germinagdo das sementes e no crescimento e desenvolvimento
das plantulas como também a espécies da planta influi nas respostas das sementes
quando em contato com esse tensoativo. Esse fato provavelmente esta ligado aos
possiveis mecanismos de acdo do biossurfactante nas sementes, os ramnolipidios
provavelmente agem nas membranas e cuticulas das sementes, outra hipotese ¢ que os
ramnolipidios possam interagir com o tecido de reserva das sementes, ajudando a
mobilizar o mesmo. Portanto sdo necessarios estudos individuais dos cultivares antes

do uso de biossurfactantes e surfactantes sintéticos na lavoura.
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5 CAPITULO III - AVALIACAO DA ATIVIDADE INSETICIDA E
REPELENTE DOS RAMNOLIPiDIOS FRENTE A Aedes aegypti.
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51 INTRODUCAO

Aedes aegypti ¢ uma espécie de mosquito adaptada ao ambiente urbano, estando
dessa maneira associado aos humanos. Eles procriam principalmente em ambientes
artificiais contendo agua parada (KYLE; HARRIS, 2008). Essa espécie de culicideos
possui uma grande importancia médica, pois € o principal vetor do virus da dengue e da
febre amarela urbana no mundo (ELDRIDGE, 2005).

A dengue ¢ atualmente uma das mais importantes arboviroses em humanos.
Estima-se que ocorram entre 50 a 100 milhdes de casos de dengue ao redor do mundo
por ano, sendo entre 250.000 a meio milhdo os casos mais severos como a dengue
hemorragica (GARELLI et al, 2013; KOURI et al, 2007; KROEGERAND; NATHAN,
2006). Essa doenca causa cerca de 30.000 mortes ao redor do mundo anualmente
(WHO, 2009).

Como ainda ndo existe uma vacina eficiente para a dengue, a principal forma de
controle dessa doenga € o controle da populagdo do vetor (MORRISON et al, 2008), os
principais inseticidas utilizados para o controle da populagdo do mosquito sdo temefos
para o controle larval e piretréides para o controle dos adultos (CHAVASSE; YAP,
1997).

Porém os potenciais efeitos negativos do uso de inseticidas quimicos tém levado
a uma busca por produtos menos nocivos ao ambiente (MITALL et al, 2003). Pesticidas
bioldgicos produzidos por bactérias sdo eficazes contra mosquitos em dose baixas, ndo
afetando outros agentes de controle biologicos (WALTON et al,1992).

Recentemente Kim et al, (2011), relataram em seu trabalho o potencial dos
ramnolipidios produzido por Pseudomonas aeruginosa, em atuar como inseticida contra
pulgdes. Outro relato da atividade inseticida desse metabolito microbiano foi contra
Rhyzopertha dominica, uma espécie de besouro conhecida por ser uma praga que ataca
graos armazenados, causando prejuizos ao setor agricola (AHMED et al, 2012).

Os ramnolipidios sdo surfactantes bioldgicos, que apresentam baixa toxicidade e
alta biodegradabilidade, sendo dessa maneira pouco nocivos ao meio ambiente, portanto
o presente estudo visa avaliar a atividade de repeléncia e inseticida desse metabdlito
microbiano. Verificando assim se os ramnolipidios podem ser bons substitutos para os

inseticidas utilizados atualmente no controle de Aedes aegypti.
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5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Micro-organismo
O micro-organismo empregado nos experimentos realizados foi Pseudomonas
aeruginosa LBI 2A1, o qual é proveniente de um banco de mutantes randomicos do
Laboratdério de Microbiologia Industrial — Depto de Bioquimica e Microbiologia —
Unesp Rio Claro. Esse micro-organismo encontra-se acondicionado em tubos

criogénicos contendo glicerol 20% v/v, em freezer a -20°C.
5.2.2 Meio de cultura

5.2.2.1 Meio Mineral livre de calcio com tampao fosfato

O meio de cultura utilizado possui a seguinte constituicdo em (g/L): MgSO4
7H,0 - 0,05; KCI - 0,1; NaNO; - 1,5; tampao fosfato 0,1M pH 6,5 e 1 mL/L da solucao
de elementos tracos. Esta solugdo é composta por (g/L): citrato de so6dio dihidratado —
2,0; FeCl; 6H20 — 0,28; ZnSO4 7H,0 — 1,4; CoCl, 6H,O — 1,2; CuSO4 SH20 — 1,2;
MnSO4 H20 - 0,8.

Esse meio de cultura foi utilizado para o crescimento microbiano que serviu
como inoculo para o biorreator, a fonte de carbono utilizadas para o crescimento

microbiano foi de 125g/L de 6leo de girassol.

5.2.2.2 Meio Mineral livre de calcio

Para a produgdo de ramnolipidios em biorreator utilizou-se o seguinte meio
(g/L): KHPO4 — 0,3; MgSO4 7H,0 - 0,5; KCI — 1,0; NaNO3 — 15. O volume e a
composi¢do da solugdo de elementos tragos utilizada foram os mesmos descritos no
item anterior. A fonte de carbono empregada nessa etapa de trabalho foi 250g/L de 6leo

de girassol (LOVAGLIO, 2011).

5.2.3 Purificacio do ramnolipidios produzido
Um volume do caldo livre de células foi misturado ao mesmo volume de n-hexano
(1:1), agitou-se vigorosamente até completa homogeneizacdo. Em seguida, a mistura foi
mantida em repouso, até que houvesse a separagao das fases. Descartou-se a fase contendo
n-hexano/ dleo e adicionou-se H3PO4 85% 1:100 (v/v) a fase aquosa, levando a precipitagao
dos ramnolipidios presente. Para a extragcdo do tensoativo utilizou-se acetato de etila 1:1,25

(v/v); agitou-se por 10 min e novamente a mistura foi mantida em repouso, retirou-se a fase
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superior para evaporacdo do solvente em rotavapor e obtencdo do ramnolipidio. O

procedimento de extracdo com acetato de etila foi repetido com a fase inferior.

5.2.4 Obtencao dos mosquitos
Os exemplares parentais de Aedes aegypti foram cedidos pelo Centro de
Controle de Zoonoses da cidade de Santa Barbara D'Oeste, Sdo Paulo, Brasil, ainda em

estagio larval e consistiam em 80 individuos.

5.2.5 Manutencao dos individuos
Os adultos de Aedes aegypti foram acondicionados em caixas plasticas de
dimensodes 25 x 27 x 35 cm, com a parte superior revestida por organza e com manga de
tecido a fim de permitir manipulagdo posterior. As gaiolas plasticas contendo os
individuos foram mantidas em uma sala climatizada a 27°C e foto periodo de 12 horas.
Para a alimentacdo dos adultos foi utilizada solu¢ao aquosa contendo 10% de
glicose, essa solucdo era aplicada em um algodao hidrofilico, dentro de uma placa de

vidro, para que os mosquitos ndo se afogassem.

5.2.6 Postura de ovos e manutencao larval

Com o intuito de obter ovos e larvas para a realizagdo dos experimentos foram
realizados repastos sanguineo por 30 minutos, utilizando camundongo de laboratério
(Aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animal pelo Protocolo n°: 3698, Decisdo
do CEUA N° 022/2011).

As gaiolas onde as fémeas do mosquito haviam realizado o repasto sanguineo
receberam entdo frascos de 600ml, contendo 300ml de dgua mineral, cada frasco
continha uma paleta de madeira 12 x 4 cm, para as fémeas oviporem. ApoOs a postura
dos ovos os frascos eram completados com agua mineral até que os ovos ficarem
submersos, e colocados em novas caixas plasticas.

As larvas emergiam 3 dias apos a postura dos ovos € eram entdo alimentadas

com ragao para peixes (NETO; NAVARRO-SILVA, 2004).

5.2.7 Testes da acio larvicida dos ramnolipidios produzidos por Pseudomonas
aeruginosa LBI 2A1

Os testes a fim de, verificar a acao do ramnolipidio frente as larvas de A. aegypti

foram realizados da seguinte maneira. Frascos de 60ml receberam 40ml da solu¢do a ser

avaliada, os frascos foram tampados com tampas de rosca furadas permitindo a

passagem de ar para os mesmos. Tais reservatorios receberam 10 larvas cada um.



95

As solucdes avaliadas foram Controle (4gua mineral), 50, 100, 200, 300, 400,
600, 800, 900 e 1000 mg/L de ramnolipidios purificados. Os experimentos foram
conduzidos em duplicata.

Durante a avaliagdo da atividade larvicida dos ramnolipidios foram
quantificados o tempo de permanéncia médio das larvas na superficie, o tempo de
permanéncia no fundo e o nimero de tentativas que a larva para permanecer na

superficie.

5.2.8 Testes de repeléncia dos ramnolipidios produzidos por Pseudomonas
aeruginosa LBI 2A1
Para os testes de repeléncia foram escolhidas algumas das concentracdes que
apresentaram melhor desempenho larvicida, além do controle, sendo elas: 400, 800 e
1000mg/L de ramnolipidios, as solucdes foram aspergidas nos camundongos que
serviriam para o repasto sanguineo, cada animal recebeu 2.400 pL de solugdo,
correspondente a 3 borrifadas (borrifador expelia 800uL de solucdo cada vez que fosse
acionado). Os camundongos foram sempre anestesiados utilizando Quetamina
(anestésico comercial), receberam uma marcagao para distinguir o tratamento recebido.
Cada gaiola continha um camundongo, correspondente a cada tratamento, o tempo de
permanéncia dos camundongos na caixa foi de 40 minutos.
Observou-se a quantidade de mosquitos a pousar em cada um dos camundongos
e qual o tempo que o mosquito permanecia exercendo hematofagia. Os testes foram

realizados em 5 repeticdes. Cada gaiola continha 25 mosquitos adultos.

5.2.9 Testes da acio inseticida dos ramnolipidios produzidos por Pseudomonas
aeruginosa LBI 2A1

A acdo inseticida nos individuos adultos foi avaliada borrifando os individuos

com as solugdes escolhidas e verificando o numero de sobreviventes. As solugdes

avaliadas nessa etapa de trabalho foram as mesmas que no teste de repeléncia. O

borrifador liberava 800uL a cada borrifada. Os experimentos foram conduzidos em

triplicata, cada gaiola continha 20 individuos adultos e recebeu 3.200 pL da solucdo a

ser avaliada.
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5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1 Acao larvicida dos ramnolipidios produzidos por Pseudomonas aeruginosa
LBI 2A1
A Fig. 5-1 apresenta a quantidade de larvas vivas ao longo do tempo nos

diversos tratamentos

Figura 5-1: niimero de larvas vivas ao longo do tempo nos diversos tratamentos.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Como pode-se observar na figura 5-1, nos tratamentos em que se utilizou as
concentragdes de 1000, 900 e 800 mg/L todas as larvas foram mortas em até¢ 18h de
exposicao. Nas concentragoes de 600 e 400 mg/L de ramnolipidios a populagdo de
larvas foi reduzida a 0 com 48h de exposic¢do as solugdes de ramnolipidios. Durante o
periodo observado as demais concentragdes ndo foram capazes de eliminar 100% das
larvas, porém todas elas apresentaram mortalidade superior a 50%, sendo que a solugdo
contendo 50 mg/L apresentou a menor mortalidade, possuindo uma média de larvas
vivas de 4,5 ap6s 60h de exposi¢do a solu¢dao de ramnolipidios.

Sabe-se que as larvas de A. aegypti possuem uma respiragao traqueal, o sifdo
respiratorio das mesmas estéd localizado na parte posterior do corpo, as larvas se mantem

a um angulo proximo a 90° com a superficie da 4gua, com um desvio de 20°, variando
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de acordo com o estagio larval. Nessa posi¢do a regido do sifao respiratorio fica na
interface entre a 4gua e o ar, para que a larva execute as trocas gasosas
(CHRISTOPHERS, 1960).

Christophers, (1960) relata que quando a tensdo superficial da dgua esta entre 27
e 36 mN/m” as larvas falham em permanecer na superficie, ndo conseguindo um contato
adequado, para deixar o sifao respiratorio na posi¢ao ideal.

O mesmo pode ser observado em nossos experimentos, uma vez que as solugoes
contendo ramnolipidios utilizadas apresentam tensdo superficial proxima a essa faixa
(variando de 38,7 a 31,4 mN/m? de acordo com a concentracdo do biossurfactante),
portanto o efeito larvicida do ramnolipidio pode estar relacionado a redugao na tensao
superficial, impossibilitando o correto posicionamento das larvas para as trocas gasosas.

Além disso o apice do sifao respiratorio das larvas possui em seu interior uma
regido de cardter fortemente hidrofobico, isso aliado a uma secrecdo produzida nas
glandulas peri-espiraculares sdo responsdveis por formar uma regido nao molhante
quando a estrutura esta aberta e em contato com a superficie (CHRISTOPHERS, 1960).

E possivel que além de reduzir a tensio superficial, dificultando a respiragdo das
larvas, os ramnolipidios interfiram nessa regido hidrofobica, localizada no apice do
sifdo respiratdrio, alterando a capacidade molhante e possibilitando a entrada de dgua na
abertura do espiraculo larval.

A fim de avaliar se esses fatores foram realmente responsaveis pela morte das
larvas quantificou-se o tempo de permanéncia das larvas na superficie e o niimero de
tentativas infrutiferas das mesmas em se fixar com a extremidade do sifdo respiratorio
na interface agua. Os resultados podem ser visualizados nas figuras 5-2 e 5-3

respectivamente.



Figura 5-2: Tempo de permanéncia das larvas na superficie.
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Figura 5-3: nimero de tentativas sem sucesso das larvas em permanecer na superficie
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Pode-se visualizar na Fig.5-2 e Fig.5-3 que nas concentragdes de 50 ¢ 100mg/L
de ramnolipidio as larvas tendem a permanecer por mais tempo na superficie que no
tratamento controle, porém a eficiéncia das mesmas em manter o sifdo respiratorio na
interface agua/ ar ¢ menor, uma vez que as larvas de A. aegypti submetidas a essas
concentragcdes de ramnolipidio necessitam de mais de uma subida a superficie para
conseguirem se manter na posi¢ao correta afim de executar as trocas gasosas.

Nas concentracdes em que se utilizou 200 e 300 mg/L de ramnolipidios,
verificou-se um aumento no tempo de permanéncia na superficie apds 9 horas de
exposicao ao ramnolipidio, sendo esse tempo de permanéncia proximo ao do controle.

Ja nas concentragdes superiores a 400mg/L o tempo de permanéncia na
superficie apds 9h de observacdo foi visivelmente menor que o observado no controle,
tais tratamentos apresentaram também um numero de tentativas infrutiferas das larvas
em se fixarem na superficie superior as demais concentragdes. A partir dessa
concentracdo, o numero de tentativas aumenta concomitantemente a concentragdo de

ramnolipidio empregada.
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Outro fator avaliado no presente estudo foi o tempo de permanéncia das larvas

no fundo, o que nos dé indicio da perda atividade das mesmas. (Fig 5-4).

Figura 5-4: Tempo de permanéncia das larvas no fundo do reservatorio.
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Fonte: elaborado pelo autor.

As larvas cujo tempo de permanéncia no fundo do reservatorio foi menor,
portanto apresentaram maior atividade, foram as larvas do grupo controle (em média
30,6 seg).

Os individuos submetidos as concentragdes de 50, 100, 200 e 300 mg/L
apresentaram um tempo de fundo praticamente estavel ao longo do experimento, sendo
os tempos médios desse tratamentos 28,6; 37,9; 74,5 e 87,3 segundos respectivamente.

Nos tratamentos cuja concentragao aplicada foram de 1000, 900 e 800mg/L ¢
visivel um aumento no tempo de fundo das larvas até a morte das mesmas, indicando
um diminui¢do gradual da atividade dos individuos submetidos a tais tratamentos, da
Costa Lima, (1914) relata que as larvas de A. aegypti podem sobreviver por longos
periodos submersas chegando a até 53 dias, portanto as mortes das larvas
provavelmente ndo foram causadas pelo tempo de submersdo, porém ¢ possivel que
nessas concentracdes o biossurfactante tenha quebrado o sensivel balango hidrostatico

entre a larva e a agua.



101

Segundo Christophers, (1960), as larvas de A. aegypti devido aos espagos de ar
em seu corpo possuem uma gravidade especifica muito préxima a da agua, o que ¢
evidenciado, pois quando o sifao respiratorio da larva esta na interface dgua ar quase
nao héa formagdo de um funil de depressdo, o autor relata ainda que esse fato facilita a
volta da larva a superficie. O que faz com que a gravidade especifica da larva de A.
aegypti seja semelhante a da agua é o formato de sua traqueia e dos troncos traqueais
(CHRISTOPHERS, 1960), por tanto a entrada de agua na traqueia devido a quebra na
tensdo superficial e alteragdo da capacidade molhante na regido do sifdo respiratdrio
alteraria esse balango, dificultando a volta da larva a superficie, e gerando um maior
gasto de energia para que a mesma realizasse o percurso do fundo para a superficie.

J& nos tratamentos utilizando 400 e 600 mg/L de ramnolipidios pode-se observar
uma redug@o no tempo em que as larvas permaneceram no fundo préximo ao tempo de
morte desses individuos, o que pode ser proveniente de um esfor¢o maior para atingir a
superficie, aliado a esse esforco observa-se um aumento no niumero de tentativas mal

sucedidas das larvas desses tratamentos em permanecer na superficie.

5.3.2 Efeito inseticida dos ramnolipidios em adultos
Os resultados dos testes realizados a fim de verificar a acdo insecticida do

ramnolipidios frente aos mosquitos adultos podem ser observados na tabela 5-1.

Tabela 5-1: Numero de adultos de A. aegypti vivos
nos diferentes tratamentos.

Numero de mosquitos

vivos Desvio

controle 18,33 1,53
400mg/L 2,67 0,58
800mg/L 1,33 0,58
1000mg/L 0,00 0,00

Fonte: Elaborado pelo préoprio autor.

Pode-se verificar que todas as concentracdes avaliadas, os ramnolipidios
apresentaram atividade inseticida contra os adultos, e que a concentracao de 1000mg/L

foi suficiente para reduzir a populagdo de A. aegypti a zero.
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Acredita-se que os ramnolipidios tenham agido na cuticula dos mosquitos,
causando o rompimento da mesma, levando os a morte. A Fig. 5-5A ¢ uma micrografia
de um individuo controle ¢ de um individuo exposto a solu¢do com 1000mg/L de

ramnolipidios (Fig. 5.5B).

Figura 5-5: (A) A. aegypti submetido ao tratamento controle (aumento de 50x), (B) A.
aegypti submetido a solucdo contendo 1000mg/L de ramnolipidios (aumento 50x) e (C)
regido do individuo retratado em (B) com um aumento do 100x.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Pode-se observar na figura 5-5B e 5-5C uma regido do corpo do mosquito, que
foi submetido ao tratamento com ramnolipidios, onde ¢ possivel visualizar o
rompimento cuticular do mosquito, 0 mesmo foi observado pelos pesquisadores (KIM
et al, 2012), em seus estudos avaliando a atividade inseticida do ramnolipidios frente a

pulgdes.

5.3.3 Repeléncia dos ramnolipidios produzides por Pseudomonas aeruginosa
LBI 2A1

Foram realizados também testes a fim de verificar se os ramnolipidios
produzidos por P. aeruginosa possuem capacidade de repeléncia, a Fig. 5-6 apresenta a

quantidade média de mosquitos pousados nos camundongos em cada tratamento.
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Figura 5-6: Porcentagem média de mosquitos pousados
em cada tratamento.
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Fonte: Dados coletados no presente trabalho.

Pode-se verificar que os mosquitos apresentaram maior incidéncia de pouso, nos
camundongos do grupo controle realizando a alimentacdo nesses camundongos em 89%
das vezes. Quando o camundongo foi borrifado com a solu¢do contendo 1000 mg/L de
ramnolipidios, nenhum mosquito pousou sobre ele, o que indica uma possivel atividade
de repeléncia desse biossurfactante.

Outro fator avaliado foi o tempo de permanéncia dos mosquitos durante a

alimentacao nos diferentes tratamentos.

Tabela 5-2: Tempo médio de permanéncia dos mosquitos sobre os
camundongos em minutos.

Tempo médio de permanéncia dos
mosquitos sobre o camundongo (min)  Desvio Padrao

Controle 23,08 1,65
1000mg/L 0,00 0,00
800mg/L 1,18 1,36
400mg/L 5,15 3,28

Fonte: Dados coletados no presente trabalho.



104

Como apresentado na tab.5-2 além de diminuir a quantidade de mosquitos que se
alimentam dos camundongos, o metabdlito microbiano produzido por P. aeruginosa
reduz o tempo de alimentacdo dos mosquitos.

Segundo Davis et al, (2013) compostos organicos volateis produzidos por micro-
organismos estao relacionados ao comportamento alimentar de insetos, € podem ser
poderosos repelentes. Mosquitos podem utilizar esses compostos microbianos para
localizar sua fonte de alimento (VERHULST et al, 2009), os odores produzidos por P.
aeruginosa ndo sdo atrativos para os mosquitos Anopheles gambiae por exemplo
(VERHULST et al, 2010).

Os ramnolipidios produzidos por P. aeruginosa ndo sao compostos volateis,
porém emitem um odor caracteristico, no presente trabalho levanta-se a hipdtese de que
os adultos de A. aegypti captem o cheiro desse biotensoativo, ¢ que esse odor seja
repelente para os mosquitos, o que esta de acordo com observado no experimento

realizado.

6 CONCLUSAO

e O 0leo de soja ¢ um bom substrato para a producdo de ramnolipidios, pois
houve alta producao de ramnolipidios e produtividade satisfatoria.

e O emprego do cultivo em batelada alimentada, nas condi¢des utilizadas neste
trabalho, ndo foram eficientes para aumentar a producao de ramnolipidios por

P. aeruginosa LBI 2A1.

e Os homologos de ramnolipidios produzidos foram influenciados pela fonte de

carbono.

e A adicao de ramnolipidios favorece a germinagdo das sementes de alface, porém
prejudica o desenvolvimento das plantulas.

e As sementes de milho tem sua germinacao e crescimento favorecidos quando as
concentragdes de biossurfactante empregadas sdo de 0,025 e 0,05% p/v,.

e A germinagdo das sementes de soja nao ¢ afetada pela adicdo de ramnolipidios,
porém as plantulas tem seu crescimento radicular e o aumento da massa seca
favorecidos por esse bioproduto.

e Dentro das concentragdes de ramnolipidios avaliadas todas favoreceram a
germinagdo das sementes, o crescimento radicular e o ganho de biomassa das

plantulas de girassol.
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e Os ramnolipidios produzidos por P. aeruginosa LBI 2A1 possuem atividade
larvicida contra larvas de Aedes aegypti.

e O metabdlito microbiano avaliado possui atividade inseticida contra adultos de
Aedes aegypti.

e O biotensoativo produzido por P. aeruginosa LBI 2A1 ¢ um substituto potencial
para os inseticidas empregados no controle populacional desse vetor da dengue e
da febre amarela.

e O ramnolipidio apresenta atividade de repeléncia frente a Aedes aegypti.
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