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RESUMO

Visando a otimizacdo da producdo de ramnolipidios, o uso de glicerol cru como fonte de
carbono surge como uma estratégia tanto para o reduzir custo de producdo como para
aproveitar este residuo da industria do biodiesel. O género Pseudomonas tem sido um dos
mais estudados no campo da produgdo de ramnolipidios, pois as moléculas produzidas por
estes micro-organismos apresentam uma elevada atividade de superficie e o rendimento de
producdo ¢ alto em relagdo a outros tensoativos. Portanto, o objetivo principal deste trabalho
foi avaliar a producdo de ramnolipidios por linhagens de Pseudomonas aeruginosa (PAOI,
LBI e LBI 2A1) usando glicerol bruto da industria do biodiesel como fonte de carbono. Para
isto comparou-se a producao de ramnolipidio utilizando trés tipos diferentes de glicerol bruto.
A influéncia de uma concentragdo menor (50g/L) foi avaliada utilizando as linhagens
Pseudomonas aeruginosa LBl e Pseudomonas aeruginosa LBl 2A1, sendo que diferentes
concentragdes também foram avaliadas para a linhagem P. aeruginosa LBI. Também se
comparou a sintese de ramnolipidio utilizando glicerol bruto tratado e glicerol bruto na
concentragdo que favoreceu a maior produgdo por parte de Pseudomonas aeruginosa LBL
Além disso, a caracterizagdo dos homologos produzidos por P. aeruginosa LBI 2Al1, a
aplicagdo destes biossurfactantes na sintese de nanoparticulas de prata e o controle de vetores
de doengas tropicais foram analisados. O glicerol bruto ¢ um substrato que pode ser utilizado
como fonte de carbono para produg¢do de ramnolipidios e sua concentracdo influencia no
metabolismo das linhagens de P. aeruginosa estudadas. A linhagem que mostrou maior
potencial de producdo de ramnolipidios foi P. aeruginosa LBI 2Al, alcancando uma
concentragdo de 2,55 g/L em 72 h com 50 g/L de glicerol bruto tratado, provavelmente devido
a mutacdo randomica realizada em um trabalho anterior. De acordo com os resultados
obtidos, fica evidente que a o excesso de sais e outros metabdlitos interferentes tém uma
influéncia negativa no metabolismo de P. aeruginosa LBI, pois a sintese de ramnolipidio foi
superior utilizando glicerol bruto tratado como fonte de carbono (1,3 g/L de ramnolipidios)
em comparagdo com o glicerol bruto (0,003 g/l de ramnolipidios). As propriedades fisico-
quimicas do biossurfactante produzido por P. aeruginosa LBI 2A1, se veem afetadas por
mudangas de pH e adi¢ao de alcool n-propil, a composicao dos homologos ¢ influenciada pela
fonte de carbono utilizada. Os ramnolipidios favorecem a sintese de nanoparticulas de prata e
definem a forma destas. Finalmente, este biotensoativos, apresentam atividade larvicida,
repelente e inseticida e em emulsdo com 6leos esséncias t€ém uma acao sinérgica que pode ser
aplicada em formulagdes novas para o controle de vetores de doengas tropicais.

Palavras chave: Ramnolipidios, Glicerol, Biodiesel, Pseudomonas aeruginosa, propriedades
de solugdo, emulsodes.
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ABSTRACT

Aiming at optimization of rhamnolipid production, the use of crude glycerol as a carbon
source emerges as a strategy both for reducing production costs and make use of this residue
of the biodiesel industry. The genera Pseudomonas is one of the most studied on the field of
rhamnolipids production, because the molecules produced by these kind of microorganisms
have a higher superficial activity and the production yield is higher when compared with other
tenso-actives. Therefore, the principal aim of this study was to compare the rhamnolipids
production by Pseudomonas aeruginosa strains (PAOI, LBI and LBI 2Al) using crude
glycerol from biodiesel industry as a carbon source. Was compared the rhamnolipids
synthesis using three different types of crude glycerol (70 g/L). The influence of a lower
concentration (50 g/L) was tested using the strains P. aeruginosa LBI and P. aeruginosa LBI
2A1, whereas different concentrations of crude glycerol were evaluated for the P. aeruginosa
LBI strain. It was also compared the rhamnolipids synthesis using a treated crude glycerol and
a raw crude glycerol, using the concentration that favored the higher production by P.
aeruginosa LBI. In addition, were characterized the homologs produced by P. aeruginosa
LBI 2Al, the biotechnological application of these biosurfactants for silver nanoparticles
synthesis and control of vectors of tropical diseases, were tested. Residual glycerol is a
substrate that can be used as a carbon source for rhamnolipid production, and its
concentration influences the metabolism of the P. aeruginosa strains used. Pseudomonas
aeruginosa LBI 2A1 was the strain that showed a higher potential for rhamnolipids
production (2,55 g/L) using 50 g/L of crude treated glycerol, probably due to the randomic
mutation which has been performed in a previous study. According to the results obtained in
this work, it becomes evident that the excess of salts and other interfering metabolites have a
negative influence on P. aeruginosa LBI metabolism for rhamnolipids production, as was
obtained a lower production using raw crude glycerol (0,003 g/L of rhamnolipids) than using
treated glycerol (1,33 g/L). The physicochemical properties of the biosurfactant produced by
P. aeruginosa LBI 2A1 are affected by alterations on the pH and the addition of n-propyl
alcohol, the composition of the homologs can be influenced by the carbon source used.
Rhamnolipids favor silver nanoparticles synthesis, acting as stabilizing agents and define their
shapes and size. Finally, these tenso-actives, have larvicidal, mosquitocidal and repellent
activities, and when mixed with clove oil they present a synergistic action which can be used
in new formulations for the control of vectors of tropical diseases.

Key words: Rhamnolipids, Glycerol, Biodiesel, Pseudomonas aeruginosa, Solution
properties, Emulsions.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1.  Biossurfactantes

Os biossurfactantes sao um grupo de compostos produzidos por uma grande variedade
de micro-organismos. Sao moléculas anfipaticas com propriedades tenso-ativas, cujas regides
hidrofilicas e hidrofobicas permitem a interagdo das interfaces entre uma parte aquosa e outra
ndo-aquosa numa solucdo ou sistema complexo (MARCHANT & BANAT, 2012).

Estas moléculas atuam como emulsionantes ou como redutoras da tensao superficial
em interfaces com diferentes graus de polaridade (MARCHANT & BANAT, 2012).
Normalmente, a parte hidrofobica dos biossurfactantes contem uma cadeia longa de acidos
graxos, hidréxi-acidos ou a-alquilo-B-hidroxi-acidos, enquanto que a parte hidrofilica podem
ser carboidratos, acidos carboxilicos, amino acidos, peptideos ciclicos, fosfatos ou alcoois
(PORNSUNTHORNTAWEE et al, 2010).

Um aspeto importante dos biossurfactantes ¢ a CMC (concentracdo critica micelar),
que € a concentragdo onde se inicia a formacdo de micelas, que tem sido reportada entre 5-
200 mg/L e a massa molar pode variar entre 500-1500 Da (PORNSUNTHORNTAWEE et al,
2010). Devido a grande variedade estrutural, estas moléculas podem ser usadas em diferentes
ramos da industria.

Tem sido relatado que os surfactantes biologicamente produzidos geram menos
impacto ambiental do que os de origem quimica, pois sdo biodegradaveis e apresentam menor
toxicidade. Além disso, os biossurfactantes apresentam, excelentes propriedades fisico-
quimicas, como a efetividade numa ampla variagdo de pH e temperatura (HENKEL et al.,
2012; LOVAGLIO et al., 2011; LOVAGLIO et al., 2014; OLVEIRA et al., 2008).

Dentre os principais tipos de biossurfactantes estdo os lipopeptidios e lipoproteinas,
acidos graxos e fosfolipidios, biossurfactantes poliméricos e glicolipidios (MAKKAR &
CAMEOTRA, 2002). Os ramnolipidios sdo os mais importantes do grupo dos glicolipidios,
devido as suas propriedades tenso-ativas; este grupo de biossurfactantes ¢ produzido

principalmente por bactérias do género Pseudomonas (HENKEL et al., 2012).

1.2.  Ramnolipidios

Estruturalmente, os ramnolipidios, sdo constituidos por uma ou duas moléculas de -
ramnose unidas por um ou dois B-hidréxi acidos (SOBERON-CHAVEZ & MAIER, 2011).
De acordo com o nimero de moléculas de ramnose pode ser um mono ou di-ramnolipidio
(Fig. 1.1) (MARCHANT & BANAT, 2012), as espécies mais abundantes de ramnolipidios

sd0 o- , -ramnopiranosil-o-; -ramnopiranosil-f-hidroxidecanoil-B-hidroxidecanoato (Rha-Rha-
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C10-C10), a- . -ramnopiranosil-a- -ramnopiranosil-B-hidroxidecanoato (Rha-Rha-C10), junto
com 0s homologos dos mono-ramnolipidios RhaC10-C10 e Rha-C10 (ABDEL-MAWGOUD
et al., 2010).

Figura 1.1. Estrutura geral dos ramnolipidios. Modificado de ABDEL-MAWGOUD et al., 2010
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Existem métodos analiticos para a caracterizagdo da estrutura dos ramnolipidios, como
a Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAF) e a Cromatografia liquida/
Espectrofotometria de massas (CL/EM) equipada com um detector evaporativo de
espalhamento de luz (ELSD), que sdo técnicas eficientes na determinagdo de mais de 30
homoélogos de ramnolipidios, que diferem na composicdo da cadeia de acidos graxos e nas
fragdes de ramnose (PORNSUNTHORNTAWEE et al, 2010).

Segundo Soberon-Chavez et al. (2005), os ramnolipidios possuem diferentes funcdes
fisiologicas em relacdo aos micro-organismos produtores. Eles podem auxiliar na captagdo de
moléculas hidrofobicas, conferir vantagem adaptativa em relagdo a outros micro-organismos
em ambientes naturais, devido a sua atividade antimicrobiana, além de facilitar a aderéncia
em superficies hidrofobicas durante a formagao de bio-filmes.

Os ramnolipidios produzidos por P. aeruginosa, sdao os biossurfactantes mais
estudados, pois apresentam uma atividade de superficie elevada e o rendimento de produgao ¢
alto em relagdo ao tempo de cultivo (ABDEL-MAWGOUD et a/, 2011). No entanto, existem
outras espécies do género Pseudomonas que tém sido reportadas como produtoras de
ramnolipidios dentre as quais se encontram Pseudomonas putida, P. chloraphis, P.
flourescens (TORIBIO et al., 2010).

Outro género que tem vdarias representantes produtoras de ramnolipidios ¢
Burkholderia, como B. thailandensis, B. plantarii, B. pseudomallei e B. mallei. No entanto

este género tem sido mais estudado em relagdo 4 produ¢do de ramnolipidios com vistas ao
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processo de infec¢do e nao pelo interesse biotecnologico (TORIBIO et al., 2010). Também foi
relatado que algumas bactérias de outros géneros como Pseudoxanthomonas sp. PNK-04,
Acinetobacter calcoaceticus, Enterobacter hormaechei, Pantoea stewartii € E. absuriae sdo
espécies pouco comuns produtoras de ramnolipidios, e t€ém a particularidade de terem sido

isoladas de lugares com derramamento de petréleo (TORIBIO et al., 2010).

1.3. Funcio fisioldgica e biossintese dos ramnolipidios em Pseudomonas aeruginosa

Nao ha estudos conclusivos sobre a fung¢do fisioldgica especifica dos ramnolipidios no
metabolismo de Pseudomonas aeruginosa. Devido as propriedades emulsionantes e de
natureza anfipatica, atribui-se a fungdo de promocao da captagdo de substratos pouco soluveis
como os hidrocarbonetos (ABDEL-MAWGOUD et al., 2010). Na revisao da literatura feita
por Chrzanowski ef al. (2012) ¢ relatado que os ramnolipidios ajudam a incrementar o contato
da célula com a superficie, aumentando a eficiéncia de degradagdo do substrato.

Ao serem liberados ao espago extracelular, os ramnolipidios ajudam a controlar a
hidrofobicidade da célula para a fixagdo ou desprendimento da célula em diferentes
substratos, assim como o aumento ¢ a modulacio da motilidade da bactéria (ABDEL-
MAWGOUD et al., 2010; BRINKMAN et al., 2001; DEZIEL et al., 2003). Foi relatado por
Caiazza et al. (2005), que o deslocamento das bactérias da espécie P. aeruginosa esta
modulado pelos ramnolipidios produzidos pela célula, quando mutante para o gene rhlB e
rhiC apresenta tendrils - um sistema de movimentacao coordenada que € capaz de perceber e
responder a outros grupos de células- reduzidos e com padrdes irregulares.

Além de estarem relacionados a captacdo de fonte de carbono hidrofébicas e
motilidade de Pseudomonas aeruginosa, os ramnolipidios tém sido reportados como
auxiliadores na formacao de biofilmes e no Quorum Sensing (QS) destas bactérias (ABDEL-
MAWGOUD et al., 2010). Estes dois processos sdo afetados pela modulacao da motilidade, a
produ¢do de ramnolipidios e de lecitinas (RASAMIRAVAKA et al., 2015). A producdo de
ramnolipidios estd ligada ao controle da translocacdo da célula e ao aumento do contato
celular com a superficie e com outras células, o que ¢ controlado pelo sistema rhl
(RASAMIRAVAKA et al., 2015). Como relatado por Pamp & Tolker-Nielsen (2007), os
ramnolipidios estdo envolvidos na formagdo de microcolonias e na formagdo de estruturas
tridimensionais que permitem a formacao dos biofilmes.

O QS ¢ caracterizado pela producao de autoindutores que se acumulam ao aumentar a
densidade populacional o que promove a interagdo celular e a ativacdo dos reguladores
transcricionais (WILLIAMS, 2007). No sistema rhl de QS, o A/l é responsavel pela sintese

do autoindutor, N-butanol-L-homoserina lactona (C4HSL) que se une a proteina RhIR e a
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torna ativa. O Complexo RhIR- C4HSL reconhece as caixas “Las”, ativa o operon rhlAB e
desencadeia a transcrip¢ao de ramnosiltransferases (OCHSNER & REISER, 1995).

A proteina RhIB do operon rhlAB, é uma proteina catalitica que promove a unido de
dTDP-L-ramnose a cadeia de acil-ramnolipidio (OCHSNER & REISER, 1995), enquanto da
proteina RhlA ainda ndo se tem conhecimento de sua func¢do especifica, acredita-se que deva
estar presente para a sintese do biossurfactante (Fig. 1.2) (LOVAGLIO et al., 2015).

Nos estudos de Déziel et al. (2003) foi observado que os mutantes para rhl4 nao
expressaram RhIA nem RhIB ndo havendo producdo de ramnolipidios. Porém, houve
producdo de 4cidos 3-hidroxialcandicos (HAA), pois foi evidenciado que r4/A estad envolvido
na producdo de HAA, precursor dos ramnolipidios e substrato da RhIB. Estes estudos levaram
a conclusdo que RhlA ¢ provavelmente uma transacilase e segundo Zhu & Rock (2008), o
substrato preferencial desta enzima ¢ B-hidroxiacil-ACP, desviando-o da biossintese de acidos
graxos para producdo de HAA (Fig. 1.2). Estes resultados refutaram o observado por
Campos-Garcia et al (1998), que mostrou que o gene /G ¢ responsavel da sintese da por¢ao

lipidica dos ramnolipidios.

Figura 1.2. Recopilagdo historica dos genes envolvidos na produgdo de ramnolipidios. (LOVAGLIO et al.,
2015)
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Lovaglio (2011) reportou que os mutantes para rhlG apresentaram uma reducdo na
produgdo de ramnolipidios utilizando 6leo de girassol como fonte de carbono, o que deixa
uma questdo sobre o envolvimento deste gene na biossintese da parte hidrofobica do
biossurfactante.

Apbs o primeiro modelo genético descrito para a producdo de ramnolipidios, foi
reportado o gene r4/C que codifica para a proteina RhIC cuja fungdo ¢ a transferéncia de L-
ramnose para cadeias de polimeros (RAHIM et al., 2001). Este gene, localizado em um
operon diferente ao de #hl4B. Porém os dois operons estdo conectado e requerem o fator >,
que codifica para a ramnosiltranferase envolvida na produ¢do dos di-ramnolipidios de
Pseudomonas aeruginosa (Fig. 1.2). Os mutantes para este gene, s6 tem a capacidade de
produzir ramnolipidios com uma molécula de ramnose (RAHIM et al., 2001).

A biossintese de ramnolipidios envolve tanto a sintese da por¢ao hidrofébica quanto
da hidrofilica da molécula. Segundo Syldatk & Wagner (1987) existem quatro possibilidades

para a biossintese do biossurfactante ocorrer:

1. A sintese de novo do carboidrato e do lipideo

2. Sintese de novo da porcdo do carboidrato e sintese da por¢do lipidica partindo do
substrato

3. Sintese de novo da por¢ao lipidica e sintese da porcdo do carboidrato partindo do
substrato

4. Sintese do carboidrato e do lipideo por vias independentes partindo do substrato utilizado

A sintese de novo da porgao lipidica ocorre pela via de sintese de 4cidos graxos tipo II
(FAS 1) (Fig. 1.3), Pseudomonas aeruginosa tem a mesma maquinaria enzimatica que E. coli
para realizar este processo (HOANG & SCHWEIZER, 1999). Quando ndo ocorre a sintese de
novo, o processo para metabolizar o substrato e fazer a conversao em lipideos ¢ a -oxidagao,
que esta relacionada a substratos hidrofobicos e depende do niimero de carbonos do substrato
(Fig. 1.3) (HORI et al., 2011).

Enquanto na formacdo da por¢do hidrofilica, o precursor, dTDP-L-ramnose pode vir
da via de Entner-Doudoroff (partindo de um substrato hidrofilico) ou da gliconeogénese
(sintese de novo) (Fig 1.3).

A enzima RhlA catalisa a sintese dos dimeros de acidos graxos ¢ HAA, transformando
as moléculas de B-hidroxiacil-ACP em HAA. RhIB e RhIC catalisam a transferéncia de L-

ramnose a HAA ou para os mono-ramnolipidios ja existentes, respetivamente (Fig. 1.3).
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Figura 1.3. Visdo geral das vias metabdlicas envolvidas na biossintese de ramnolipidios tendo como
precursores fontes hidrofilicas como glicerol e glicose ¢ hidrofobicas como 6leo vegetal (LOVAGLIO et al.,
2015).
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1.4. Producio de ramnolipidios a partir de residuos industriais

Os biossurfactantes podem ser aplicados em diferentes ramos industriais, associado a
isso, o recente e continuo aumento da preocupacdo com a conservacao ambiental tem levado
ao desenvolvimento de bioprocessos com uma relacdo custo-beneficio positiva na hora da
producdo de biossurfactantes.

As matérias primas de baixo custo sdo uma opg¢do interessante para a reducdo dos
custos de producao dos ramnolipidios. Em geral, estes tipos de substrato, com menor grau de
pureza, sdo menos onerosos e geralmente sao facilmente consumidos pelos micro-organismos.
Alguns materiais residuais como aguas de maceracdo de milho, melago, 6leos vegetais nao
refinados, entro outros, sdo fontes de carbono empregadas com sucesso na producdo de
ramnolipidios (SOBERON-CHAVEZ & MAIER, 2011).

Estima-se que a matéria-prima seja responsavel por cerca de 10 — 30% dos custos
totais de producdo em muitos processos biotecnologicos (MUKHERIJEE et al., 2006). Além
disso, o aproveitamento de residuos pode contribuir para a reducdo da poluicdo ambiental,

bem como permitir a valorizagdo econdmica dos residuos que seriam descartados.
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Virios tipos de fontes de carbono para produgdo de ramnolipidios, tanto soliveis
como insoluveis em agua t€m sido utilizadas. No entanto, as fontes de carbono hidrofébicas,
como Oleos vegetais, tém sido mais efetivas na produ¢do de ramnolipidios por P. aeruginosa.

A producdo de biodiesel estd em ascensdo, pois ¢ um combustivel biodegradavel,
renovavel e com baixa toxicidade. Anualmente, sdo produzidos 11,2 milhdes de toneladas de
biodiesel por ano na Europa. Em 2010, nos Estados Unidos, a producao foi de 6,96 milhdes
de toneladas de biodiesel, ja na Asia e América Latina produz-se aproximadamente 130.000
toneladas por ano e espera-se que este mercado continue crescendo (KHANNA et al., 2012).

No Brasil, a adi¢ao de 2% de biodiesel ao diesel de petroleo (B2), ¢ obrigatdria desde
2008 e esta porcentagem aumentou para 5% (B5) em 2013, gerando grande quantidade de
glicerol devido ao aumento da producdo do biocombustivel. Na Unido Europeia, companhias
de producao de biodiesel enfrentam problemas em relacdo ao excesso de glicerol produzido,
Jé& que, sua disposi¢do ¢ dispendiosa economicamente e o seu valor de mercado ¢ baixo. Uma
solugdo a este entrave ¢ a utilizacdo do glicerol como fonte de carbono em processos
biotecnolédgicos, como a produgdo de biossurfactantes (SILVA et al., 2009).

Como descreve Meher et al. (2006), o biodiesel resulta da transesterificagdo dos
triglicerideos com um alcool monovalente (por exemplo, metanol ou etanol) em ésteres de
acido graxos. O glicerol como residuo industrial, ¢ um produto secundério da reacdo; com a
producdo de 10kg de biodiesel ¢ obtido cerca de 1 kg de glicerol (AMARAL et al., 2009).

Estequiométricamente, o glicerol corresponde a 10% da produgdo. No entanto, no
processo da producdo do bio-etanol a glicerina crua, tem um grau de pureza de 55-90%, o
restante sdo produtos secundarios, como triglicerideos e metanol ndo convertido, entre outros
contaminantes (AMARAL et al., 2009).

O aproveitamento efetivo e economico do glicerol que resulta da industria do biodiesel
¢ um enorme desafio. Devido a sua condi¢ao de residuo industrial, o glicerol apresenta muitos
contaminantes, os quais impedem seu emprego na industria quimica ou farmacéutica
(AMARAL et al., 2009; KHANNA et al., 2012).

A sintese de ramnolipidios produzidos por Pseudomonas aeruginosa, utilizando
glicerol foi descrita por Zhang et al. (2005) que obtiveram 15,4 g/L do tensoativo, j4 Rahman
et al. (2002), relatam uma produg¢do de 1,77 g/L, enquanto Silva et al. (2010) alcangaram 3,5
g/L de ramnolipidios, esses resultados confirmam o potencial da utilizacdo do glicerol como
fonte carbono para a produgdo de biossurfactante.

No entanto, como a produ¢do de ramnolipidios a partir dessa fonte de carbono, varia

entre 1,0 e 8,5 g/l e a o coeficiente de bioconversdo ¢ relativamente baixa (Yps=0,1-0,15)
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quando comparada com a de outros substratos (HENKEL et al., 2012), ainda existe o desafio

de otimizar o processo com o intuito de aumentar a produg@o de ramnolipidios.

1.5. Aplicagdes dos ramnolipidios

As aplicacdes industriais e biotecnologicas dos ramnolipidios sdo bastante diversas.
Por exemplo, tém sido usados para a sintese e estabilizacdo de nanoparticulas, preparacao de
emulsdes, como agente anti-aglomerante e dispersante. Além disso, os ramnolipidios, tém
propriedades detergentes e sdo também, uma fonte de ramnose (ABDEL-MAWGOUD et al,
2011).

Os campos de utilizacdo dos biossurfactantes incluem a agricultura, industria
farmacéutica, petrolifera, de alimentos e bebidas, de papel, de metal, de produtos de limpeza,
de couro e téxtil (FIECHTER, 1992).

1.5.1. Industria Petrolifera

Sdo imensamente aplicados na industria petrolifera, onde sdo utilizados na produgado
de petrdleo ou incorporados em formulagdes de dleos lubrificantes. Remog¢ao e mobilizagdo
de residuos de 6leo em tanques de estocagem, e a recuperacdo melhorada de petréleo também
fazem parte dessa gama de aplicagdes.

1.5.2. Biorremediacio e biodegradacio de poluentes

O biossurfactante pode ser adicionado ao local onde hd contaminagdo por petrdleo e
derivados ou ainda o micro-organismo produtor inoculado na éarea impactada. A linhagem
Pseudomonas aeruginosa LBI foi capaz de metabolizar querosene, 6leo diesel e petroleo
bruto como unica fonte de carbono. A mais alta concentragdo de ramnolipidio, 9,9 g/L, foi
alcancada com 30% de 6leo Diesel (PIROLLO et al., 2008).

Virios estudos tém avaliado a influéncia dos ramnolipidios na biodegradacdo de n-
hidrocarbonetos, tanto alifaticos quanto aromaticos. Igualmente ja foi relatada a degradacao
de hexadecano, octadecano, n-parafinas e penantereno por parte de Pseudomonas aeruginosa
em presenca de ramnolipidios (SHREVE et al, 1995; ZHANG & MILLER, 1994; ZHANG
& MILLER, 1995).

Além da remocdo de hidrocarbonetos, os ramnolipidios sdo efetivos também na
remocdao de metais ou mistura de ambos de locais contaminados (MULLIGAN, 2005). De
acordo com Wei et al., (2005) os biossurfactantes podem atuar na recuperagdo de adsorventes
de o6leos usados, dessa maneira este material pode ser reutilizado na recuperagdo de 6leo ou
em outras aplicagdes, como a engenharia civil.

De acordo com Wang & Mulligan, (2009), biossurfactantes podem ser uteis na
remocao de arsénico de rejeitos da mineragdo. Outra aplica¢do ¢ a remocao de cromo (VI) da

agua e do solo (Ara & Mulligan, 2008). Esses autores relataram que houve retirada de 100%
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deste metal da 4gua quando se estabeleceu condigdes fisico-quimicas 6timas, como: pH 6,0;
solug¢do com 2% de ramnolipidios e temperatura de 25°C.

Um estudo realizado por Qiuzhuo et al, (2008) comprovou a eficiéncia dos
ramnolipidios na decomposi¢cdo de palha de arroz, aumentando em 22,3% a producdo de
acucares redutores quando se adicionou biossurfactante purificado ao meio de sacarificagdo
hidrolitica. Foi avaliado também o efeito da inoculacdo de P. aeruginosa para producdo in
situ do tensoativo, e a quantidade de agucares redutores produzidos foi 12,2% maior quando
comparado ao controle (sem adi¢do da bactéria), lembrando que este segundo método omite a
etapa de purificagdo, reduzindo os custos do processo.

1.5.3. Industria farmacéutica, cosmética e biomedicina

Os biotensoativos possuem propriedade antiadesiva, que impede a formagdo de
biofilmes patogénicos em materiais hospitalares, diminuindo o risco de infec¢des hospitalares
sem a utilizacdo de drogas sintéticas (SINGH & CAMEOTRA, 2004). Os ramnolipidios
podem atuar ainda como antimicrobianos, incluindo atividade antifungica, antibacteriana e
antiviral (ABALOS et al., 2001).

Thanomsub et al. (2007), relataram a inibi¢do do crescimento de células cancerigenas
humanas pelos homoélogos de ramnolipidios, Rha,C;oCip e Rha,CoCia, produzidos por P.
aeruginosa B189. Ainda dentro das aplica¢des na industria farmacéutica ha relatos de que a
incorporacdo de 0,1% de di-ramnolipidios em pomadas aumentou a eficiéncia do tratamento
de ulceras de pacientes decubitos (PILJAC et al., 2008).

As formulagdes como repelentes, antiacidos, solugdes para lentes de contato,
desodorantes precisam de substancias emulsionantes que apresentem uma alta atividade
superficial, dai surge o uso de ramnolipidios neste tipo de produtos (LOURITH &
KANLAYAVATTANAKUL, 2009; MAIER & SOBERON-CHAVEZ, 2000; PIUAC &
PIJAC, 1995).

O controle de vetores transmissores de doengas ¢ uma area que tem ganho forga nos
ultimos anos, Da Silva et al., (2015b) avaliaram a agdo larvicida, inseticida e repelente dos
ramnolipidios produzidos por Pseudomonas aeruginosa, utilizando concentragdes do
biossurfactante entre 800 — 1000 mg/L, as larvas morreram depois de 18h e 100% dos adultos
morreram quando foi utilizada a solu¢ao de 1000 mg/L.

Wang et al. (2005) verificaram que a mistura de ramnolipidios produzidos por
Pseudomonas aeruginosa tem efeito potencial algicida, inibindo o crescimento de

Heterosigma akashiwo e quando em altas concentragdes apresentam forte atividade litica.
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1.5.4. Agroindustria e Controle biologico

Na agroindustria, os ramnolipidios atuam na protecdo de videiras contra o ataque de
Botrytis cinérea, através da inibi¢do da germinacdo de esporos e crescimento do micélio
fungico (VARNIER et al., 2009). Solugdes contendo 0,01% de ramnolipidios estimularam o
sistema imune de plantas contra fungos patogénicos (NITSCHKE et al., 2011).

Os ramnolipidios também apresentaram a habilidade de controlar patégenos zoosporicos
como Phytophtora cryptogea e Pythium spp., em concentragdes entre 5 e 30 mg/L afetaram a
motilidade dos patogenos e causaram a lise da populagdo.

Da Silva et al. (2015a) estudaram a influencia dos ramnolipidios na germinagdo e
desenvolvimento de sementes de alface, milho, soja e girassol. As sementes alface
apresentaram aumento de 75% na taxa de germinacdo. Para as sementes de milho a
concentra¢do que estimulou o desenvolvimento das sementes foi 0,25 g/L.

1.5.5. Industria de alimentos e outras industrias

Na revisdo da literatura feita por Nitschke et al. (2011) descrevem aplicacdes de
ramnolipidios em diferentes areas da industria alimenticia, onde podem atuar como
controladores de consisténcia, solubilizadores de sabor, na conservacdo de produtos da
panificagdo, e ainda em conjunto com nisina e natamicina inibem o crescimento microbiano
em leite de soja, molhos de salada e queijo cottage. Além disso, os autores descrevem o
retardo na formagdo de biofilme em superficies tratadas com ramnolipidios.

Os ramnolipidios servem como uma fonte de L-ramnose, que ¢ utilizada na industria
de alimentos para ressaltar o sabor do alimento. Este agiicar ¢ um agucar dificil de se
conseguir na natureza, no entanto os ramnolipidios hidrolisados sdo uma boa fonte do aditivo
(VAN HAESENDONCK & VANZEVEREN, 2004). Além de funcionarem como aditivos, os
ramnolipidios permitem acondicionar superficies para evitar colonizagdo bacteriana e
contaminagdo cruzada em processos de produgdo de alimentos, além disso tém sido utilizados
como inibidores de corrosdao em superficies (101)

Recentemente foi descrito por Zhang e Ju (2011) a utilizacdo de ramnolipidios para
separagdo de B-glicosidase de uma mistura de enzimas através do fracionamento de espuma.
Os ramnolipidios foram utilizados devido a sua propriedade espumante e pela presenca de di-
ramnose em alguns homdlogos, a qual atua como um substrato analogo para a 3-glicosidase.

1.5.6. Nanotecnologia

O interesse na sintese biologica de nanoparticulas tem aumentado devido a sua
excelente biocompatibilidade e baixa toxicidade. Os ramnolipidios estdo sendo empregados
na formacdo e estabilizacio de nanoparticulas de oOxido de niquel, zirconia e prata

(MULLIGAN, 2009; PALANISAMY; RAICHUR, 2009; KUMAR et al., 2010). As
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nanoparticulas de ramnolipidios e prata exibiram atividade antibidtica contra bactérias Gram
positivos/ negativos e leveduras como Candida albicans, evidenciando o amplo espectro de

acdo da sua atividade antimicrobiana (KUMAR et al., 2010).
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7. CONCLUSOES

[J O glicerol residual ¢ um substrato que pode ser utilizado como fonte de carbono para
producdo de ramnolipidios e a concentragdo em que ¢ utilizado influencia no
metabolismo das trés linhagens de P. aeruginosa estudadas.

[] A linhagem que apresentou uma melhor producao foi P. aeruginosa LBl 2A1 quando
utilizados 50g/L. de glicerol bruto, provavelmente por ser uma linhagem mutante
apresenta adaptagdes metabdlicas que potencializam a producdo, entretanto ¢
importante observar a concentragdo de glicerol utilizada, j4 que em altas
concentragdes a sintese foi menor, em relagdo as outras linhagens.

] E evidente que o glicerol bruto tratado é melhor substrato do que o glicerol bruto, pois
neste ultimo, ¢ provavel, que existam concentragdes de impurezas ainda demasiado
altas que inibem o metabolismo de P. aeruginosa LBI.

[1 O ajuste de pH afeta as propriedades de agregacdo das moléculas de ramnolipidios,
dependendo do pH utilizado a estrutura obtida varia.

] A adi¢do de n-propil nas solugdes de ramnolipidios afeta a agregacdo destas
moléculas; baixas concentragdes de n-propil funcionam como co-surfactante, mas
altas concentracdes funcionam como solventes das estruturas formadas pelos
ramnolipidios.

] A estabilidade do ramnolipidio manteve-se apesar de ser submetido a altas
temperaturas (121 °C), o que indica que este biossurfactante pode ter aplicabilidade
em processos que requererem este tipo de condigdes.

[1 O tipo de fonte de carbono pode influenciar na composi¢do dos homdlogos.

] A formagdo de micelas reversas favoreceu a sintese de nanoparticulas de prata, o
tamanho dos agregados determinou o tamanho das nanoparticulas que tiveram um
tamanho uniforme.

[] Visando aplicabilidade, os ramnolipidios estudados apresentam a¢do larvicida,
repelente e inseticida contra Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus.

] O uso de ramnolipidios em emulsdo com o6leo essencial de cravo tem uma agdo
sinérgica entre as solugdes aumentando a possibilidade de controle de vectores

transmissores de doengas tropicais.
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