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RESUMO

Os biossurfactantes sao metabdlitos secundarios que apresentam atividade
de superficie, podendo ser aplicados em diferentes processos industriais, como
producdo de farmacos, compostos quimicos, cosméticos, biorremediacao de
ambientes poluidos por petrdleo e derivados e recuperacao terciaria do petréleo. A
maior vantagem destes compostos quando comparado aos surfactantes sintéticos
reside na sua diversidade estrutural, baixa toxicidade e alta biodegradabilidade.
Apesar das inumeras vantagens apresentadas pelos biotensoativos, eles nao sao
tdo comercialmente utilizados devido ao alto custo de produg¢ao, uma maneira de se
diminuir estes custos, seria a otimizacdo dos compostos do meio e utilizagcao de
substratos alternativos mais baratos. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi
estudar a influéncia de elementos traco na producdo de ramnolipidios por de P.
aeruginosa LBl a partir de duas fontes de carbono diferentes (uma hidrofdbica - éleo
de soja - e outra hidrofilica - glicerina P.A.) Na primeira etapa do trabalho foi avaliado
o perfil de producao de ramnolipidios em diferentes concentracdes dos elementos
traco. Em seguida, foram realizados fermentagbes para inferir a importancia
individual de cada elemento trago no cultivo. E ao final foi testada a adi¢do de novos
elementos aos ensaios, com o intuito de avaliar seus resultados quanto a mudanca
na cinética de producdo dos biossurfactantes. O trabalho comprovou que o0s
elementos boro, citrato, cobalto, cobre, manganés, molibdénio e zinco exercem
influéncia na produgcao de ramnolipidios, sendo esta, em alguns casos positiva, em

outros, negativa.

Palavras-chaves: biossurfactantes; ramnolipidios; Pseudomonas aeruginosa;

elementos traco, ions.



ABSTRACT

The biosurfactants are secondary metabolites that exhibit surface activity
and can be applied in different industrial processes such as production of
pharmaceuticals, chemicals, cosmetics, bioremediation of polluted environments
by oil and derivatives and tertiary recovery of oil. The greatest advantage of
these compounds compared to synthetic surfactants lies in their structural
diversity, low toxicity and high biodegradability. Despite the numerous advantages
provided by biosurfactants, they are not commercially used due to the high cost of
production, a way to reduce these costs, is the optimization of the compounds of the
medium and the use of cheaper alternatives substrates. Therefore, the objective of
this work was study the influence of trace elements in the rhamnolipids production
by P. aeruginosa LBl from two different carbon sources (a hydrophobic - soybean
oil - and a hydrophilic — glycerin P.A.). In the first stage of the study was evaluated
the profile of rhamnolipids production at different concentrations of trace
elements. Then, fermentations were carried outto inferthe importance of each
individual trace element in the culture. And at the end, were tested the addiction of
new elements to the medium, to availed their changes in the kinetics of production
of biosurfactants. The work confirmed that the elements boron, citrate, cobalt,
copper, manganese, molybdenum and zinc influencing the production

of rhamnolipids, being in some cases positively, and in others negative.

Key words: biosurfactant; rhamnolipids; Pseudomonas aeruginosa; trace elements;

ions.
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1. INTRODUCAO

Os biossurfactantes sdo metabdlitos sintetizados por microrganismos, que,
devido a sua atividade de superficie, possuem diversas aplicagbes como
biorremediagdo de ambientes poluidos por petréleo, 6leo e derivados, recuperagdo
terciaria de petr6leo, producdo de farmacos, detergentes, emulsificantes,
lubrificantes, entre outras (BANAT; MAKKAR; CAMEOTRA, 2000; MAYER;
SOBERON-CHAVEZ, 2000). Apesar disso, problemas como a utilizacdo de
substratos caros, baixo rendimento e alto custo nas etapas de purificagdo do
produto, resultam numa diminui¢do de suas aplicagdes industriais. Uma estratégia,
na tentativa de driblar estes problemas, seria 0 uso de fontes renovaveis de baixo
custo, que resultem em elevada producédo destas moléculas, além da utilizagdo de
processos de purificagdo mais econémicos e eficazes (MUKHERJEE; DAS; SEM,
2006).

Bactérias do género Pseudomonas sdo conhecidas por sintetizarem
ramnolipidios, moléculas anfipaticas promissoras em termos de produc¢do industrial,
ja que, sdo obtidos em concentragbes superiores a outros biossurfactantes. Além
disso, apresentam excelentes propriedades tenso-ativas e caracteristicas fisico-
quimicas e biol6égicas que permitem a sua aplicagdo em diferentes ramos industriais
(BENICASA et al., 2002).

Apesar do potencial para a utilizagdo de ramnolipidios, seu uso é limitado,
pois sua producado € 3 a 10 vezes mais expensiva que a sintese de surfactantes
quimicos (MULLIGAN; GIBBS, 1989). O sucesso na comercializagdo de qualquer
bioproduto esta envolvido diretamente com seus custos de produgdo. Este custo
pode ser reduzido pela sele¢do de linhagens eficientes, otimizagdo dos compostos
do meio e utilizagdo de substratos alternativos mais baratos (PANESAR; PANESAR;
BERA, 2011).

Sendo assim, a proposta deste trabalho foi verificar a concentragéo,
influéncia, e importancia de elementos traco no cultivo de P. aeruginosa LBI, para a
producdo de ramnolipidios.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. Surfactantes

Surfactantes sdo moléculas anfipaticas, ou seja, possuem uma por¢ao
hidrofébica e uma porgédo hidrofilica; sendo a porgdo hidrofébica geralmente
composta por uma cadeia hidrocarbdnica de um ou mais acidos graxos, que podem
ser saturados, insaturados, hidroxilados ou ramificados; e, uma por¢ao hidrofilica,
podendo ser ibnica, ndo-ibnica ou anfotérica (DESAI; BANAT, 1997;
BOGNOLO,1999).

Devido a essa caracteristica molecular, os surfactantes tendem a se distribuir
nas interfaces entre fases fluidas com diferentes graus de polaridade como
interfaces 6leo/agua ou ar/agua, formando um filme ordenado, diminuindo a tensao
superficial e interfacial. A eficiéncia dos surfactantes pode ser medida através da sua
capacidade de diminuir a tensdo superficial, onde se quantifica a energia livre da
superficie, por unidade de area, necessaria para trazer uma molécula do interior do
liquido para a superficie (MULLIGAN, 2005).

2.2. Biossurfactantes

Biossurfactantes, por sua vez, sdo metabdlitos sintetizados por diversos
micro-organismos, como bactérias, leveduras e fungos filamentosos. Os surfactantes
sintéticos sdo usualmente classificados de acordo com o grupo polar, entretanto os
biossurfactantes sdo diferenciados com base em sua natureza bioquimica. As
principais classes de biossurfactantes incluem os glicolipidios, lipopeptidios e
lipoproteinas, acidos graxos, lipidios neutros e fosfolipidios, surfactantes poliméricos
e surfactantes particulados (DESAI; BANAT, 1997).

Dentre as espécies de bactérias produtoras de biossurfactantes ha a P.
aeruginosa, que é uma bactéria que pode ser isolada de diferentes habitats, como
aguas, solos e plantas, mas pode também ser encontrada em humanos como um
patégeno oportunista. Esta bactéria é capaz de produzir um biossurfactante da
classe dos glicolipidios, chamado de ramnolipidio, que contém uma ou duas
moléculas de ramnose ligadas a uma ou duas moléculas de acidos graxos
(SOBERON-CHAVEZ; LEPINE; DEZIEL, 2005). Os quatro principais homélogos de
ramnolipidios produzidos por P. aeruginosa sdo RL1 e RL2 contendo 2 e 1
moléculas de ramnose, respectivamente, ligadas a duas moléculas de acido B-
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hidroxidecantlco, @ os homdloges RL3 e RL4, que possuem 2 e 1 moléculas de
ramnose, respectivamente, ligadas a8 uma molécula de 4cide B-hidmxidecandico
(Flg. 1) (LANG; WAGNER, 1887).

0
RL1 I
D—CI;H —CH»—C -0 -—(l.‘.H —CH,—COOH 0=CH—CH>— COOH
|

RL3
HO Q HO Q
CHy (CHg), (CHa), K CHa j{CHg}“
|
CH CH
OH 2 3 OH CHg

HO o Q HO 0 0

CHa CHs
OH OH OH OH

RL2 tﬁt RL4
0] _CI'H —CH,—COOH

CH3 (CHz), (CHa), K CHg j (CHz),

OH CH OH OH

Figura 1: Estruturas dos principais homdlogos de ramnolipidios (RL1, RL2, RL3 e RL4),
produzidos por P. asruginosa.

Denire as vantagens dos ramnolipidios, pode-se destacar seu ficil isolamento
da cultura, uma vez que se frala de um bicssurfactante exiracelular (MATA-
SANDOVAL; KARNS; TORRENTS, 1999); podem reduzir a tensfo superficlal da
agua de 72mN/m para 30mN/m e a tensfo interfacial de agua/Slec para valores
Inferloras &4 1mN/m, além de serem produzides em concentragfio superior acs
demais biossurfactantes (BENICASA et al., 2004)

Os biossurfactantes possuem vantagens especiais sobre surfactanies
quimicos, como biodegrabilidade, baixa toxicidade, maior redugio de tensfo
superficial, solubilidade em &gua alcalina, estabilidade térmica, estabilidade quanto a
valores extremos de pH, produgio a parlir de subsiratos renovévels e a capacidade
de modificaclo estrutural empregandc a engenharia genética ou técnicas
bloquimicas {(BANAT, MAKKAR, CAMEOTRA, 2000; THANOMSUB et al., 2007,
LOVAGLIO et al., 2011).
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2.3.Histérico dos Ramnolipidios e P. aeruginosa

A Figura 2, a seguir, resume os principais eventos e descobertas no campo

dos ramnolipidios, desde seu descobrimento em 1947 por Jarvis e Johnson, até os

estudos mais recentes voltados a melhoria na produgéo dos ramnolipidios. (JARVIS;
JOHNSON, 1949; CHRZANOWSKI; LAWNICZAK; CZACZYK, 2012).

1940

1960

1980

1990

2000

2012

1950-1960 Relatos da
produgdo de ramnolipidios
por P. Aeruginosa

1960-1980 Estudos focados
na producéo de ramnolipidios
e suas estruturas

1980-1990 Estudos
concentrados na otimizagéo
das condi¢des de producéo

1990-2000 Estudos focados
na biossintese de
ramnolipidios, sua fungao
nos mecanismos de
absorgéo de hidrocarbonos e
seu impacto como fatores de
viruléncia

2000-2012 Estudos focados
em outras aplicagbes dos
ramnolipidios, eficientes
métodos de produgéo e
utilizagdo de mutantes para
melhor compreender sua
regulagdo e produgdo

1946-47 - Descoberta dos ramnolipidios

1965 - Isolamento e identificagdo de di-ramnolipidios
1971 - Isolamento de mono-ramnolipidios
1976 - Descoberta de ramnolipidios homélogos (A e B)

1985 - Produgdo de ramnolipidos em condi¢des
limitantes de nitrogénio; descoberta de novos
congéneres

1987 - Detecgdo de ramnolipios em amostras de
escarro humano

1994 - Revelada a influéncia dos ramnolipidios na
superficie celular

2000 - Envolvimento dos ramnolipidios na remog¢éo de
lipopolisacaridios das células de P. aeruginosa 2005 -
Efeito na remogdo de células de biofilmes bacterianos
confirmado

2007 - Envolvimento dos ramnolipidios no controle do
sitema de mobilidade e em processos de formagéo de
biofilme confirmado

2008 - Fungao dos ramnolipidios no sistema regulatério
influenciando mudangas no modo de vida bacteriana
reportado

Figura 2: Principais campos de pesquisa, eventos e descobertas no campo dos
ramnolipidios. Modificado de Chrzanowski, Lawniczak e Czaczyk (2012).
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2.4. Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa é uma bactéria Gram-negativa versatil, ndo formadora de
esporos e moveis, que cresce em solos, pantanos e habitats marinhos costeiros,
bem como em plantas e tecidos animais (HARDALO; EDBERG, 1997). Estas
bactérias sdo capazes de metabolizar diversas fontes de carbono, desde pequenas
moléculas simples, a compostos organicos complexos, incluindo substancias
hidrofébicas como 6leos vegetais e derivados do petréleo, & moléculas hidrofilicas
como glicerol e glicose (NITSCHKE et al., 2005). Elas sdo capazes de crescer tanto
aerobicamente, quanto anaerobicamente usando NOs; ou arginina como aceptor de
elétrons, e sdo capazes de se multiplicarem em diversas temperaturas, porém, sua
temperatura de crescimento 6tima é de 37°C. (KILL et al., 2008).

P. aeruginosa é capaz de produzir no minimo quatro pigmentos distintos: (1)
piocianina (azul), pigmento encontrado em 80 % das cepas e sua produgdo é
estimulada pela presenca de glicerol, magnésio, potassio e ferro; (2) pioverdina
(amarelo-esverdeado); (3) piorrubrina (vermelho) e (4) piomelanina (marrom-escuro),
estes dois Gltimos pigmentos sdo produzidos por menos de 2 % de isolados clinicos
(VISCA et al., 1992).

Devido a sua alta resisténcia a antibiéticos, P. aeruginosa é considerada uma
das trés bactérias que mais causam infecgbes oportunistas em pacientes
imunodeficientes (STOVER et al, 2000). Sua ocorréncia é grande em vitimas de
gueimaduras, no trato urinario de pacientes cateterizados, em pessoas com
pneumonia, € € a maior causa de morbidade e mortalidade em pacientes com
fibrose cistica (BODEY et al, 1983; STOVER et al, 2000).

Além de humanos, P. aeruginosa também é capaz de infectar plantas,
principalmente em sua rizosfera (MATOS; KERKHOF; GARLAND, 2005, ATTILA et
al., 2008), porém, esta bactéria em alguns casos poder se utilizada como um agente
indutor de resisténcia a outros micro-organismos patégenos, como o0 caso do
Bolrytis cinerea, onde P. aeruginosa KMPCH aumentou da resisténcia de pés de
tomates (AUDENAERT, 2002) ou P. aeruginosa 7TNSK2 em pés de feijées (DE
MEYER et al., 1999).

Estas bactérias também podem ser utilizadas para a biosor¢édo de metais
pesados de ambientes contaminados, como por exemplo, urdnio (CHOUDHARY;
SAR, 2011), cadmio, cobre (KONG et al., 2009), niquel, chumbo (GABR; HASSAN;
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SHOREIT, 2008) e cromo (KANG; LEE; KIM, 2007). Com relagdo a preservagao
ecologica, além da biosor¢cdo de metais, locais contaminados com petroleo e 6leos
sdo biorremediados com o auxilio de cepas de P. aeruginosa (DAS; MUKHERJEE,
2007; KARAMALIDIS et al. 2010; THAVASI; JAYALAKSHMI; BANAT, 2011). Este
micro-organismo também é capaz de assimilar PAH (Hidrocarbonetos Policiclicos
Aromaticos), poluentes ambientais produzidos por atividades humanas (NIE et al.,
2010; HEHM, 2008).

O potencial biotecnologico de P. aeruginosa é grande, pois, diversos s&o os
bioprodutos que podem ser obtidos pelo seu cultivo, dentre eles podemos destacar:
polihidroxialcanoatos, alginato, pioverdina, piocianina e ramnolipidios (HEHM, 2008).
Os polihidroxialcanoatos sdo endopolimeros que podem ser produzidos por diversos
micro-organimos, e dentre eles P. aeruginosa; e possuem diversas aplicagdes, pois
apresentam propriedades flexiveis  ou elastdmeros, tornando-os  (teis  para
aplicacbes biomédicas e para a fabricacdo de materiais de embalagem (NITSCHKE;
COSTA; CONTIERO, 2011). O alginato € um grupo de exopolissacarideos utilizado
numa ampla variedade de fins industriais, como agente estabilizante, espessante e
gelificante, na industria de alimentos e também para imobilizar células nas indastrias
farmacéuticas e biotecnolégicas (GARCIA-CRUZ; FOGGETTI; DA SILVA, 2008).

O pigmento pioverdina e a piochelina sdo considerados sideréforos, e ambos
s&o produzidos por P. aeruginosa, e estes compostos atuam na captacio de ferro e
por isso apresentam um uso potencial como agentes farmacolégicos e agroquimicos
(BENITE; MACHADO; MACHADO, 2002). A piocianina é outro pigmento produzido
por P. aeruginosa e esta juntamente com o acido fenazina-1-carboxilico, séo
fenazinas que possuem propriedades antimicrobianas (FERNDANDEZ; PIZARRO,
1997). Ja os ramnolipidios, como serdo descritos a seguir no item 2.4., possuem
diversas aplicagbes comerciais, e também sdo um dos metabdlitos produzidos por P.
aeruginosa.

Neste trabalho foi utilizada a linhagem de P. aeruginosa LBI, esta foi
inicialmente isolada no Laboratério de Bioquimica Industrial (LBI) do Instituto de
Quimica da UNESP de Araraquara, SP, a partir de uma amostra de solo
contaminado de petr6leo (BENINCASA et al., 2002). Desde entdo, foram realizados
diversos trabalhos com esta linhagem para produgdo de ramnolipidios,
primeiramente priorizando sua produgdo em pequena escala e melhoramento do
meio de cultura e das fontes de carbono e nitrogénio utilizadas. Depois foram
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realizados trabalhos em biorreatores e testes das aplicagdes e propriedades dos
ramnolipidios obtidos. Em 2008, a linhagem P. aeruginosa foi submetida a mutagéo
randémica, gerando outras linhagens mais promissoras quanto a producdo de
ramnolipidios (NITSCHKE et al., 2005; COSTA et al., 2006; PIROLLO et al., 2008;
COSTA; NITSCHKE; CONTIERO, 2008; SILVA et al., 2009; LOVAGLIO et al., 2010;
LOVAGLIO et al., 2011; LOVAGLIO, 2011).

2.5. Aplicagao comercial dos biossurfactantes

O maior mercado para os biossurfactantes é a industria petrolifera, onde séo
utilizados na extracao terciaria de petréleo ou incorporados em formulacdes de 6leos
lubrificantes. Outras aplicagbes incluem biorremediagdo e dispersdo no
derramamento de dleos, remogao e mobilizagdo de residuos de 6leo em tanques de
estocagem, e a recuperagédo melhorada de petrdleo. Porém, atualmente, as
aplicacdes distribuem-se entre os mais diversos setores industriais (DESAI; BANAT,
1997).

Urum et al. (2006) estudaram a eficiéncia de diferentes surfactantes na
remogéo de Oleo cru de solos contaminados, empregando o processo de lavagem
do solo, uma inovadora proposta na tecnologia de remediag¢ao. Tal processo possui
menor custo, sendo relativamente mais rapido e seu potencial em recuperar e tratar
grandes volumes de contaminantes € maior quando comparado com outras técnicas
de biorremediacéo.

O potencial de aplicagdo dos biossurfactantes estd baseado em suas
propriedades funcionais de moléculas anfipaticas como, emulsificagéo, separagao,
capacidade molhante, solubilizagdo, de-mulsifica¢ado, inibigdo de corrosdo, redugao
de viscosidade de liquidos e reducdo da tensdo superficial. Assim, podem ser
utilizados na agricultura, indastria farmacéutica, formulagdo de cosméticos, industria
de processamento de alimento, industria de bebida, de papel, de metal, de produtos
de limpeza, de couro e industria téxtil (FIECHTER, 1992).

Na agricultura os ramnolipidios possuem potencial para o controle biolégico
de fitopatégenos que produzem zodsporos (ABALOS et al.,2001). Segundo
Gustafsson et al (2009), ramnolipidios podem controlar a proliferagdo de algumas

algas, sem causar efeitos danosos ao ecossistema.
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Os ramnolipidios produzidos por Pseudomonas aeruginosa e a surfactina
produzida por Bacillus subtilis e Bacillus licheniformis podem ser utilizados como
agentes antimicrobianos (MAKKAR; CAMEOTRA, 2002). Segundo Rodrigues et al.
(2006), os ramnolipidos atuam contra Mycobacterium tuberculosis e exerce atividade
anti-aderente contra diversas bactérias e leveduras isoladas de préteses fonatérias.

Thanomsub et al., (2007), relataram a inibicdo do crescimento de células
cancerosas humanas por homoélogos de ramnolipidios, produzidos por P. aeruginosa
B189. E segundo Piljac et al. (2008) a incorporagéo de 0,1% de di-ramnolipidios em
pomadas aumentou a eficiéncia do tratamento de Ulceras de pacientes decubitos.

Kumar e Mamidyala (2011) fizeram a sintese de nanoparticulas de prata,
utilizando o sobrenadante de culturas de P. aeruginosa, em um processo que pode
ser classificado como “sintese verde”, pois gera menos residuos, é atoxico e
compativel ecologicamente. As nano particulas de ramnolipidios e prata exibiram
atividade antimicrobiana contra patégenos Gram positivos/ negativos e leveduras
Candida albicans, evidenciando o amplo espectro de agdo da sua atividade
antimicrobiana (GANESH et al., 2010).

Worakitsiri et al (2011) relataram a produgdo de nano-hastes e nanotubos de
polimeros condutivos de polianilina com o auxilio de ramnolipidios. Estes nanotubos
sao utilizados em baterias recarregaveis, em revestimentos condutores, em sistemas
de armazenamento de energia e em dispositivos elétricos ou quimioelétricos.

Ramnolipidos também podem ser utilizados para a remoc¢ao tanto de metais
pesados como arsénico de rejeitos da mineracdo (WANG; MULLIGAN, 2009). Outra
aplicagado é a remogao de cromo (V1) da agua e do solo (ARA; MULLIGAN 2008).

Indastrias de cosméticos e de medicamentos utilizam biossurfactantes como
agentes emulsificantes e solubilizantes. Repelentes de insetos, pastas dentais,
produtos anticaspa e desodorantes sdo alguns exemplos de produtos que incluem
surfactantes em suas férmulas (MAYER; SOBERON-CHAVEZ, 2000).

Ramnolipidios podem ser fontes de L-ramnose estereoespecifica utilizada
comercialmente na producdo de compostos de sabor, ou como material para a
sintese de algumas moléculas organicas (LINHARDT et al., 1989)

A emulsificagdo tem um papel importante na formagdo da consisténcia e
textura, bem como na dispersdo de fase e na solubilizagdo de aromas. Os
biossurfactantes sdo utilizados como emulsificantes no processamento de matérias-

primas. Os agentes tenso-ativos encontram aplicagdo em panificagdo e produtos



Reviséo da Literatura 22

derivados de carne (NITSCHKE; PASTORE, 2002). A estabilidade, textura e volume
da massa de pées, bem como a conservagdo destes produtos, podem ser
melhorados pela adicdo de ramnolipidios (VAN HAESENDONCK; VANZEVEREN,
2004).

2.6. Fungoes fisiolégicas

Apesar dos ramnolipidios serem estudados desde a década de 40, suas
fungdes fisiolégicas naturais ainda necessitam de maiores estudos, pois em alguns
casos tais fungbes ainda séo especulativas, acreditando-se que sdo moléculas que
apresentam multiplas fungdes (SOBERON-CHAVEZ; LEPINE; DEZIEL, 2005).

Dentre as fungbes podemos destacar o fato dos ramnolipidios serem
moléculas anfipaticas e por isso agirem como agentes que promovem emulsdo e
reducdo da tensdo superficial. Com isso, os ramnolipidios auxiliam na solubilizagdo
de substratos hidrofébicos como os hidrocarbonetos (ABDEL-MAWGOUD; LEPINE;
DEZIEL, 2010). As moléculas de Pseudomonas Quilone Signal (PQS), importantes
para o sistema de quorum sensing, também s&o solubilizadas pelos ramnholipidios
(CALFEE et al., 2005).

Como fungdo ecolégica destaca-se que os ramnolipidios possuem
propriedades toxicas contra uma variedade de micro-organismos, estas moléculas
apresentam atividade antibacteriana principalmente contra bactérias Gram-positivas
e algumas Gram-negativas. E ainda ha relatos de que os ramnolipidios exercem
atividades antiviral, antifungica, micoplasmicida, algicida, zoosporicida e anti-
amoeba (SOBERON-CHAVEZ; LEPINE; DEZIEL, 2005).

Diversas linhagens de P. aeruginosa causam infecgbes graves em
pacientes imuno-deficientes e individuos que sofrem de fibrose cistica. Grande parte
dos fatores de viruléncia tem suas produg¢des controladas pelo sistema de quorum
sensing, dentre eles estdo os ramnolipidios. Os aspectos negativos dos
ramnolipidios estéo relacionados a sua agéo hemolitica e a agdo direta em células
do sistema imune, que sdo consequéncias das suas propriedades detergentes
(SOBERON-CHAVEZ; LEPINE; DEZIEL, 2005; ABDEL-MAWGOUD; LEPINE;
DEZIEL, 2010).

Estudos comprovam que bactérias da espécie P aeruginosa sdo capazes de

se locomoverem de trés diferentes maneiras, nadando, com o auxilio de flagelos;
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através de contragbes, com o auxilio da pili Tipo IV; e deslocamento. A
movimentacgdo por deslocamento ocorre por um movimento organizado da superficie
celular, que depende da elongacéo, presenga de determinada estruturas de adeséao
(tendrils) e contato célula-célula. Os ramnolipidios ainda sdo capazes de auxiliar
neste tipo de movimentagdo, pois, a produgcédo dos tendrils é estimulada pelos di-
ramnolipidios, enquanto os mono-ramnolipidios agem como agentes umidificantes
(CHRZANOWSKI, LAWNICZAK E CZACZYK, 2012).

A formagédo dos biofilmes também é auxiliada pelos ramnolipidios, pois estes
auxiliam a aderéncia primaria das células, pelos seus efeitos na superficie celular,
causados pela liberacdo de lipopolissacarideios, aumentando a hidrofobicidade
celular (ABDEL-MAWGOUD; LEPINE; DEZIEL, 2010).

2.7. Estratégias de producgao de biossurfactantes

As estratégias de produgdo de biossurfactante variam conforme a natureza
dos mesmos, do microrganismo produtor, da fonte de carbono e possiveis limitagdes
nutricionais, além de parametros fisicos como aeragédo, agitagdo, temperatura e pH
(CHANG et al., 2005). Esta produgdo pode ocorrer de diversas maneiras como:
associada ao crescimento microbiano, cultivadas em condi¢cdes limitantes de
crescimento celular, produgdo por células na fase estacionaria de crescimento
(cultivo sem fonte de nitrogénio) ou pela adigdo de precursores como compostos
lipofilicos e diferentes fontes de carbono (DESAI; DESAI, 1993).

2.8. Biossintese de ramnolipidios

Segundo Syldatk e Wagner (1987), ha quatro possibilidades para sintese de
glicolipidios:
1- Porgbes hidrofilicas e hidrofébicas s&o sintetizadas por rotas
independentes;

N
1

Por¢ao hidrofilica é sintetizada de novo, enquanto a sintese da metade
hidrofébica é induzida pelo substrato;

3- A metade hidrofébica é sintetizada de novo, e a sintese da porgéo
hidrofilica € dependente do substrato;

4

A sintese de ambas, por¢bes hidrofilicas e hidrofébicas, é dependente do
substrato.



Reviséo da Literatura 24

Ha ainda a possibilidade da sintese das por¢des hidrofilicas e hidrofébicas
ocorrem via sintese de novo, o que € comum ocorrer durante a produgédo dos
ramnolipidios.

A Figura 3 esquematiza uma proposta das rotas metabdlicas envolvidas na
produc¢do de ramnolipidios por P. aeruginosa, empregando 6leo de soja ou glicerina
como fonte de carbono. A glicerina através da a¢do da enzima glicerol quinase, sera
transformada em glicerol-3-fosfato, este por sua vez, ao sofrer a agédo da glicerol-3-
fosfato desidrogenase, sera convertido em dihidroxiacetona fosfato, em seguida,
uma triose fosfato isomerase o transformara em gliceraldeido-3-fosfato (NELSON;
COX, 2006)., e este fara parte das vias glicoliticas, sendo que uma porgdo se
tornara acetil-CoA, pela glicélise, e a outra pela gliconeogénese se transformara em
D-glicose-6-P, molécula necessaria para a formagdo de dTDP-L-ramnose.

A D-glicose-6-P formada pela gliconeogénese pela agdo da AlgC sera
convertida em D-glicose-1-P, e esta por sua vez é usada por RmIA, RmIB, RmIC e
RmID para produzir dTDP-L-ramnose, a molécula precursora da por¢céo hidrofilica
dos ramnolipidios (OLVERA et al., 1999).

O 6leo de soja sera convertido em acetil-CoA, e uma porgdo destas moléculas
entrara no ciclo do glioxilato e depois no ciclo do acido citrico, onde o oxaloacetato
gerado se transformara em fosfoenolpiruvato, e este fara parte da gliconeogénese
para a produgdo de D-glicose-6-P, que sera convertida em dTDP-L-ramnose como
explicado acima.

As moléculas de acetil-CoA geradas tanto pela glicélise da glicerina, quanto
pela B-oxidagdo dos acidos graxos, serdo utilizadas para a produgdo da porgéo
hidrofébica das moléculas de ramnolipidios, através da classica rota de sintese de
acidos graxos (FASII). Um grupamento acila saturado, produzido em cada série de
reagbes em quatro etapas, torna-se o substrato da condensagédo subsequente com
um grupo malonila ativado. Em cada uma das passagens do ciclo, a cadeia do grupo
acila graxo aumenta em dois carbonos. A biossintese de acidos graxos é dividida em
duas etapas, iniciagdo e alongamento (NELSON; COX, 2006).

A iniciagdo requer malonil-CoA e malonil-ACP, estas moléculas sdo obtidas a
partir de acetil-CoA que sdo transformadas pela agdo da acetil-CoA carboxilase em
malonil-CoA, e este juntamente com uma molécula de proteina carreadora de acila
(Acil Carrier protein - ACP), sédo transformados através da enzima malonil-CoA-ACP
transacilase (FabD) em malonil-ACP.
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O primeiro ciclo de alongamento ¢é iniciado pela FabH, que condensa malonil-
ACP e acetil-CoA, os ciclos subsequentes sdo iniciados pela condensacdo de
malonil-ACP e acil-ACP catalisada pela enzima FabB (acidos graxos saturados) ou
FabF (acidos graxos insaturados). No segundo passo, o PB-cetoacil-ACP
anteriormente formado é reduzido pela FabG a B-hidroxiacil-ACP. Na terceira etapa,
este é entdo desidratado pela FabA ou FabZ formando frans-2-enoil-ACP, que por
sua vez, é reduzido a acil-ACP pela Fabl, no estagio final (HOANG; SCHWEIZER,
1997).

A ligagao entre os intermediarios do FASII e a sintese de ramnolipidios, ainda
€ um ponto que necessita de mais estudos, a Figura 3 apresenta umas das
hipéteses existentes, onde a enzima RhIA transforma as moléculas de B-hidroxiacil-
ACP, nos acidos 3-hidroxialcanéicos (AHA), que sdo os precursores lipidicos dos
ramnolipidios e substrato da ramnosiltransferase 1 (RhIB) (ZHU; ROCK, 2008).

Por fim, a sintese dos ramnolipidios ocorre pela a¢gdo da enzima ligada a
membrana RhIB, que utiliza uma molécula de AHA e outra de dTDP-L-ramnose para
a formagcdo dos mono-ramnolipidios, e este pode ser substrato, juntamente com
outra molécula de dTDP-L-ramnose, para a enzima RhIC formar os di-ramnolipidios
(SOBERON-CHAVEZ et al., 2005).

2.9. Regulagio génica da produg¢ao dos ramnolipidios

As trés principais enzimas envolvidas na sintese dos ramnolipidios (RhIA,
RhIB e RhIC), sdo codificados por um conjunto de genes chamados rhl, e estes sdo
regulados por um sistema chamado de quorum sensing, que é caracterizado pela
secregdo e detecgdo de sinais moleculares, também conhecidos por autoindutores,
caracterizando uma comunicag¢ao célula-célula (REIS et al., 2011).

Em muitas bactérias, incluindo P. aeruginosa, o produgdo de fatores de
viruléncia e metabolitos secundarios é regulada em conjunto com a densidade
celular através do quorum sensing (LATIFI et al., 1996).

A Figura 4 demonstra parte do sistema quorum sensing presente em P.
aeruginosa, responsavel pela produgdo dos ramnolipidios.
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Figura 4: Parte da regulacdo génica envolvida na biossintese dos ramnolipidios por P.
aeruginosa. Modificado de Abdel-Mawgoud et al., {2011) e Reis et al., {2011).

Os trés principais sistemas génicos de P. aeruginosa, regulados por quorum
sensing, e responsaveis pela produgéo de ramnolipidios séo o las, rhl e pgs (REIS et
al, 2011). O sistema las tem como regulador transcricional o LasR, que &
expressado pelo gene /asR. Este regulador se liga ac seu autoindutor N-(3-
oxodecanoil}-L-homoserina lactona (3012-HSL), que é formado apés uma alta
densidade celular (VESELOVA, 2010).

O complexo LasR e seu autoindutor ativa a transcrigdo do gene las!/ e este,
por sua vez, expressa a proteina Lasl, que promove a produ¢do de mais 3012-HSL.
Este complexo também ativa a transcrigdo dos genes pgsABCDE e pgsR. Depois de
ativado, o pgsR produz o regulador transcricional PgsR, que, por sua vez,
juntamente com o complexo LasR, ativam o conjunto génico pgsABCDE, que é
responsavel pela produgdo do Pseudomonas quinolone signal (PQS), ou 2-heptil-3-
hidroxi-4-quinolona (REIS et al., 2011).

O PQS, juntamente com o complexo LasR, ativam os genes rhiRI, do sistema
rhl. O gene rhiR é responsavel pela produgéo do regulador transcricional RhIR, que
se uni ao autoindutor N-butanol-L-homoserina lactona (C4-HSL), este autoindutor &
produzido pela sintase Rhll, codificada pelo gene rhll (WILLIAMS; CAMARA, 2009).
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O complexo RhIR e C4-HSI ativa os genes rhiIAB e rhiC, responsaveis pela
codificagdo das enzimas RhIA, RhIB e RhIC. Este complexo também exerce funcéo
ativadora no gene /asl, e inibitéria no pgsR (ABDEL-MAWGOUD et al., 2011).

2.10. Fontes alternativas de carbono na produgao de biossurfactantes.

O uso de substratos ndo-convencionais, de baixo custo, é uma estratégia
importante para a redugdo dos custos de produgcdo e consequente ampliacdo da
producgédo industrial destes biotensoativos.

Ramnolipidios podem ser produzidos a partir de fontes de carbono variadas:
substratos hidrofébicos como éleos vegetais e residuos do refino destes estédo entre
as fontes alternativas mais utilizadas, enquanto que substratos hidrofilicos, como
glicose, sdo menos explorados (NITSCHKE et al., 2005).

Nitschke et al. (2005) testaram diferentes residuos de 6leos vegetais (soja,
algodao, milho, palma e babacgu), verificando a potencialidade destes como
substrato na produg¢do de ramnolipidios por Pseudomonas aeruginosa LBI. Lovaglio
et al (2010) utilizaram borra de soja como fonte de carbono e obtiveram uma
produgado de ramnolipidios de 16,9 g/L por esta mesma linhagem.

Estudos recentes tém demonstrado que 6leos vegetais utilizados em fritura de
alimentos se apresentam como mais uma fonte de carbono para a produgdo de
ramnolipidios (HABA et al., 2000; ABALOS et al., 2001; BENINCASA et al., 2002;
NITSCHKE et al., 2005; RAZA et al., 2006). No Brasil, ha uma grande producgio e
consumo destes Oleos, principalmente 6leo de soja, gerando muitos residuos, que
podem ser tratados através de biotransformagao.

A Dbactéria Pseudomonas aeruginosa também ¢é capaz de sintetizar
ramnolipidios utilizando glicerol (NITSCHKE et al., 2005; SOUZA et al.,, 2011)
embora em pequena quantidade, quando comparado a quantidade produzida a partir
de substratos hidrofébicos. Sendo o glicerol um dos principais subprodutos gerados
na produgdo de biodiesel, e, com a grande demanda deste combustivel devido a
implantacéo da Lei Federal 11.097/2005, o destino do glicerol € mais um problema a
ser resolvido, e sua utilizagcdo para a produgdo de biomoléculas de alto valor
agregado como ramnolipidios e polihidroxialcanoatos seria uma alternativa de
utilizagdo deste residuo.
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2.11. Influéncia de elementos tragos na produgio de ramnolipidios.

Segundo Soberon-Chavez (2010), além da limitacdo de fésforo e de
nitrogénio, a disponibilidade restrita de ions multivalentes como Mn, Ca, K, Na e
solugdes de elementos tragos também favorecem a produgdo de ramnolipidios. Os
elementos tragos ou micronutrientes correspondem aos metais, e embora sejam
necessarios em baixas concentragdes, os micronutrientes sao essenciais as fungdes
celulares, assim como os macronutrientes, pois muitos deles desempenham papel
estrutural em varias enzimas, como pode ser visualizado na Tabela 1 (MADIGAN et
al. 2010
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Tabela 1: Micronutrientes (elementos tragos) necessarios aos micro-organismos

30

Elemento

Fungao celular

Cromo (Cr)

Boro (B)

Cobalto (Co)
Cobre (Cu)

Manganés (Mn)

Molibdénio (Mo)

Niquel (Ni)

Selénio (Se)
Tungsténio (W)

Vanadio (V)
Zinco (Zn)

Ferro (Fe)°

Requerido por mamiferos no metabolismo da glicose;
microrganismos nao o necessitam.

Presente em um autoindutor de quorum sensing em
bactérias; também encontrado em alguns antibibticos
policetideos

Vitamina B+2; transcarboxilase (bactérias que metabolizam
acido propidnico)

Respiragdo; citocromo ¢ oxidase; fotossintese;
plastocianina e algumas superoxido dismutases.

Ativador de muitas enzinas; presente em certas
superéxidos dismutases e na enzima que cliva a agua em
fototréficos oxigénicos (Fotossistema II).

Certas enzimas contendo flavinas; nitrogenase; nitrato
redutase; sulfito oxidase; DMSO-TMAO redutases e
algumas formato desidrogenases.

Maioria das hidrogenases; coenzima F43 de
metanogénicos; monoxido de carbono desidrogenase;
urease.

Formato desidrogenase; algumas hidrogenases; no
aminoacido selenocisteina.

Algumas formatos desidrogenases; oxotranferases de
hipertermofilos.

Vanadio nitrogenase; bromoperoxidase.

Anidrase carbodnica; alcool desidrogenase; RNA e DNA
polimerase e muitas proteinas de ligagdo ao DNA.

Citocromos; catalases; peroxidases; proteinas contendo
ferro e enxofre; oxigenase; todas as nitrogenases.

® Nem todos os micronutrientes listados sdo requeridos por todas as células; alguns dos
metais listados s8o encontrados em enzimas de apenas alguns microrganismos especificos.

® Necessario em maiores quantidades que os outros metais trago

Modificado de Madigan et al. (2010)
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

> Verificar a influéncia dos elementos tragos na produgdo de ramnolipidios
por Pseudomonas aeruginosa LBI.

3.2. Objetivos especificos

> Avaliar o volume necessario de solugido de elementos traco do Sais de
Robert para a maior produgdo de ramnolipidios,

> Avaliar a influéncia dos micronutrientes presentes no meio Sais de Robert:
boro, cobre, manganés, molibdénio e zinco na produgdo de ramnolipidios,

» Inferir a influéncia de outros elementos, como citrato e cobalto, na
produgéo de ramnolipidios.

» Contribuir para a otimizagdo do meio de cultura utilizado para a produgéo
desse bioproduto.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Micro-organismo

O micro-organismo utilizado foi a linhagem de Pseudomonas aeruginosa LBI,
isolada de solo contaminado com petr6leo (BENICASA et al. 2002).

4.2. Meio de cultura e condigoes de cultivo
4.2 A. Meio de cultura para o pré-cultivo

Para o pré-cultivo do micro-organismo foi utilizado o caldo nutriente, composto
por (g/L): peptona 5,0 e extrato de carne 3,0.

4.2.B. Meio de cultura para produgao dos ramnolipidios

O meio de cultura utilizado para a produgéo de ramnolipidios foi 0 meio salino
descrito por Robert et al. (1989), composto por (g/L): NaNOs, 4,0; extrato de
levedura, 0,1; sais de Robert, 20mL/L contendo: K;HPO4, 1,0; KHoPO4, 0,5; MgSO,.
7H.0, 0,5; KCl, 0,1; FeSO4. 7H20, 0,01; CaCly, 0,01; e solugdo de elementos-traco
padrao contendo H3BOj; (0,026%), CuSQ4.5H,0 (0,05%), MnSO4.H,O (0,05%),
Mo7(NH4)s024.4H20 (0,006%) e ZnSO4.7H20 (0,07%).

4.2.C. Fontes de carbono

Foram utilizadas duas fontes de carbono, 6leo de soja refinado
comercialmente vendido (Liza tipo 1) e glicerina P.A. (Pro Analyse) da marca Synth,
com 2 ppm de metais pesados e 0,001% de sulfatos. As fontes de carbono foram

adicionadas ao meio na concentragdo de 2% (m/v).

4.2.D. Preparo do pré-inoculo e condigoes de cultivo

Primeiramente os micro-organismos foram pré-cultivados em frascos (125
mL) contendo 50 mL de caldo nutriente e 100 uL da cultura estoque da linhagem a
ser avaliada. A incubagédo foi feita em mesa agitadora, durante 24 horas a 37°C e
200 rpm. Em seguida transferiu-se 5,0 mL do pré-cultivo para frascos de 500 mL
com 200 mL de Sais de Robert e 2 % (m/v) de 6leo de soja ou glicerina P.A,,
incubou-se por 24 horas a 37°C e 200 rpm. Esta cultura foi utilizada para inoculagdo
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do meio de produgéo, resultando em uma DO.ssonm (Espectrofotémetro SHIMADZU
UV-1601PC) inicial da fermentac&o de 0,1 nos frascos de fermentacéo.

O pH inicial do meio foi ajustado para 6,8 com HCI 1M e NaOH 1M. Todo o
material utilizado nos ensaios fermentativos foi esterilizado em autoclave a 121°C e
1 atm por 20 minutos. Os experimentos foram conduzidos em frascos Erlenmeyer de
500 mL contendo 200 mL de meio de cultura e incubados em mesa agitadora a
37°C, 200 rpm, por 96 horas.

A primeira etapa do projeto foi verificar a produgdo de ramnolipidios, com
ambas as fontes de carbono descritas anteriormente, em diferentes concentragdes
da solucdo de elementos traco no meio (50, 500, 1.000, 1.500, 2.000, 2.500 e 3.000
ML/L).

Tabela 2: Concentragbes dos ions no meio, nas diferentes concentragdes da
solucéo trago adicionadas ao meio de cultivo.

Concentragdo da solugdo trago (ML/L) Concentragdes dos ions no meio (x10° g/L)
BO33- CU2+ Mn2+ MO70246_ Zn2+

50 12,36 6,36 8,12 2,56 7,95
500 1236 636 81,2 25,6 79,5
1.000 2472 1272 1624 51,2 159,0
1.500 370,8 190,8 243,6 76,8 238,5
2.000 4944 2544 3248 102,4 318,0
2.500 618,0 318,0 406,0 128,0 397,5
3.000 7416 3816 4872 163,6 4770

Apbs o ajuste do melhor volume da solugdo de elementos tragos, foram
realizados experimentos nas condi¢des descritas na Tabela 3, com ambas as fontes
de carbono, com o intuito de se inferir a importancia de cada elemento trago na

produgéo de ramnolipidios.
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Tabela 3: Concentragbes dos ions trago nos meio nas diferentes condi¢gbes de
cultivo estabelecidas para a avaliagdo da influéncia dos elementos tragos na
produgéo de ramnolipidios por P. aeruginosa LBI.

Condigodes Concentragées dos ions no meio (x10° g/L)
BOs™ cu” Mn** Mo702:5 Zn*
B (-) 0,0 6,36 8,12 2,56 7,95
Cu (-) 12,36 0,0 8,12 2,56 7,95
Mn (-) 12,36 6,36 0,0 2,56 7,95
Mo (-) 12,36 6,36 8,12 0,0 7,95
Zn (-) 12,36 6,36 8,12 2,56 0,0
Controle 12,36 6,36 8,12 2,56 7,95

B (-): Auséncia de boro; Cu (-): Auséncia de cobre; Mn (-): Auséncia de manganés; Mo (-):
Auséncia de molibdénio e Zn (-): Auséncia de zinco.

Também foi avaliada a producdo de ramnolipidios com o acréscimo de outros
elementos, como o citrato e cobalto, para tal, foram utilizados os respectivos sais
citrato de sédio dihidratado e CoCl,.6H20. Tais experimentos seguiram as condi¢des
expostas pela Tabela 4 abaixo.

Tabela 4: Concentragbes dos ions trago nos meio nas diferentes condigdes de
cultivo estabelecidas para a avaliagdo da influéncia do citrato e cobalto na produgdo
de ramnolipidios por P. aeruginosa LBI.

Condigdes Concentragdes dos ions no meio (x10° g/L) (x10~ g/L)*

BOs® CsHsO(COO)®* Co>* Cu® Mn® Mo/02° Zn%

Cit (+) 12,36 1,28 00 636 8,12 2,56 7,95
Co (+) 12,36 0,0 029 6,36 8,12 2,56 7,95
CitCo (+) 12,36 1,28 029 6,36 8,12 2,56 7,95
Controle 12,36 0,0 00 6,36 8,12 2,56 7,95

Cit (+): Adicdo de citrato; Co (+): Adigcdo de cobalto; CitCo (+): Adi¢éo de citrato e cobalto

4.3. Processamento das amostras

O volume de retirada de cada amostra foi de 10 mL, sendo a amostragem
realizada a cada 24 horas de cultivo. As amostras cultivadas em glicerina P.A. foram

centrifugadas a 4.000 rpm por 30 mim e 4°C, com o intuito de separar as células da
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fase aquosa. Nos ensaios contendo 6leo de soja como fonte de carbono houve a
retirada do 6leo residual através da mistura de n-hexano as amostras (1:1), seguida
de agitacao vigorosa por 1 minuto. A mistura foi centrifugada a 4.000 rpm, 4°C e 30
min para a separagdo de 3 fases: n-hexano (contendo 6leo residual), fase aquosa e
fase contendo as células.

Na purificagdo dos ramnolipidios a fase aquosa obtida na etapa anterior foi
agitada vigorosamente por 1 minuto com acetato de etila (1:1,25), a mistura foi
centrifugada a 6.000 rpm, 4°C e 20 min. A porgdo superior foi reservada, para
posterior evaporagado do solvente e o procedimento de purificagdo foi repetido com a
porcao inferior.

4.4. Métodos Analiticos
4.4.1. Avaliacao da produgao de Ramnolipidios

4.4.1.A. Determinagdao da produgdao de Ramnolipidios — Cromatografia
em Camada Delgada (CCD)

A cromatografia em camada delgada foi realizada com o objetivo de verificar a
produgdo 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 / acido acético (65:15:2). O agente revelador utilizado foi uma
solugdo de 2 mL de anisaldeido em 100 mL de &cido acético acrescido de 2 mL de
acido sulfarico. As amostras consistiram em 10 uL de extratos de ramnolipidios
obtidos, a partir do acetato de etila, em diferentes tempos de fermentacéo, além dos
padrbées de ramnolipidios obtidos pela Jeneil Biosurfactant Company, USA.

4.4.1.B. Determinac¢ao da concentragdo de Ramnolipidios - HPLC
4.4.1.B.1. Derivatizagao

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,Schuphan e Schmidt (1995), com pequenas modificagdes. As amostras,
contendo ramnolipidios e acetato de etila, foram primeiramente evaporadas; em
seguida adicionou-se 360 uL de acetonitrila e 40 uL da mistura 1:1 de brometo de 4-
bromofenacil 40mM e Trietilamina 20mM, ambos em acetonitrila. As amostras foram
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mantidas em um banho seco com agitagdo de 1400 rpm, a 60°C, por um periodo de
1,5 horas.

4.41.B.2. HPLC

As anélises foram realizadas com um equipamento HPLC (Shimadzu)
acoplado a um detector UV. Para a calibragdo do HPLC utilizou-se solugdo padréo
de mono- e di-ramnolipidio nas seguintes concentragées de 0,25; 0,50; 0,75 e 1,0
g/L. Para as analises foi utilizada uma coluna de fase reversa (Supelcosil LC18,
Supelco - 150 mm x 4.6 mm, 5 pm silica gel) a 30°C. As fases mével foram: Solugdo
A com 5% de metanol e Solugdo B com 95%, ambas em agua ultra pura. Para que
houvesse separagdo dos homélogos presentes, foi estabelecido um gradiente de 80
a 100% da Solugédo B, de acordo com o seguinte protocolo: de T=0 a T=17 min,
aumento da sol. B de 80 para 100%, conservando-se em 100% até 25 min. Em
seguida ocorre 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 retengao foram de 21,5+ 0,1 min pra
Rha-Rha-C10C10 e 22,2 £ 0,1 min para Rha-C10C10]. Os padrdes de Rha-Rha-
C10C10 e Rha-C10C10 foram provenientes do Laboratério de Biologia Técnica da
Universidade de Karlsruhe.

4.4.2. Determinagao da biomassa microbiana

Apbs a separacgédo das células por centrifugacdo a 6.000 rpm, 4°C e 30 min, o
pellet de células foi ressuspenso em NaCl 0,85% (m/v) (mesmo volume que a
amostra inicial) e centrifugado a 6.000 rpm, 4°C e 30 min. Em seguida o pellet foi
dissolvido em menor volume de solugdo salina e mantidos em estufa a 100°C até
atingir peso constante.

4.4.3. Determinagao do 6leo residual

A fase de n-hexano foi usada para determinacdo gravimétrica das
concentragbes de 6leo, apds evaporagdo de aliquotas de 2 mL do solvente.
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4.4.4. Analise Estatistica

Para a analise estatistica dos dados foi utilizado o programa OriginPro 8, e
foram realizados o teste de Anova-One-Way, com o intuito de verificar se havia
diferenca significativa entre as médias, e o Teste de Tukey foi aplicado para detectar
quais tratamentos diferiram entre si. Ambos os testes foram realizados com p = 0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAD
5.1. Cromatografla em Camada Delgada (CCD)

As placas de CCD foram utilizadas como um método répido para avaliar se os
ensalos continham ramnolipidios. Este método auxilia a estipula¢iic de um volume
necessdrio da amostra de acetato de elila + ramnolipidios, para dar sequéncia as
analises no HPLC, sem que 03 picos do cromatograma excedessem a faixa maxima
de deteccéio, pois, a intensidade dos spots de ramnolipldios presentes nas placas
varia conforme sua concentrag@o no acetato de etila, como se pode visualizar na
Figura 5.

Figura §: CCD pera verificagio da produgiio de ramnolipidios nos cultivos com dleo (A) e
glicarina (B). Acides Graxos (AG), Divamnolipldios (DiRL) @ Mono-ramnolipldios (MnRL).
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5.2. Cultivos com 6leo de soja

A seguir serdo expostos os resultados referentes aos cultivos contendo Sleo
de soja como unica fonte de carbono. No item 5.2.A. s&o demonstrados os dados
obtidos na execucgéo da primeira etapa do trabalho, onde foi avaliado a produgéo de
ramnolipidios em diferentes concentragbes da solugio de elementos trago
adicionadas ao meio. A influéncia individual de cada elemento trago estudado sera
apresentada no item 5.2.B. E a etapa final do trabalho, com a adigdo de novos
elementos ao cultivo, citrato e cobalto, serd apreseniada no item 5.2.C. As
produgbes de ramnolipidios, biomassa, € consumo de 6leo estéo representados em
graficos e a estatistica aplicada nas médias do tempo final (86 horas) em tabelas.

5.2. A. Variagao da concentragéo da solugio de elementos trago no meio
contendo éleo de soja

Como podemos visualizar na Figura 6, em todos os cultivos para avaliar
concentragio de solugdo trago, a linhagem de P. aeruginosa LBl foi capaz de
assimilar a fonte de carbono e se replicar, uma vez que, houve uma grande
diferenga entre os ensaios nédo inoculados e apds 96 horas de fermentagdo, pois
antes na inoculagdo o meio se encontrava transllcido e bifasico, j4 no final da
fermentacgéo, o meio apresentou coloragéo leitosa. Porém, néo foi possivel observar
diferengas visuais entre os ensaios com diferentes volumes adicionados, pois todos
apresentaram uma colora¢gdo muito semelhante entre si.

Figura 6: Cultivo de P. aeruginosa LBI utilizando 6leo de soja como (nica fonte de carbono,
antes da inoculagéio (A) e apds 96 horas, em diferentes concentragiies (UL/L) de solugéo de
elementos trago no meio, 50 (B), 500 (C), 1.000{D), 1.500(E}), 2.000 (F), 2.500(G) e 3.000

(H)



Resultados e Discussio 40

N&o foi possivel obter uma relagédo direta entre a concentragdo de solugéo
traco adicionada ao meio e a produg¢do de ramnolipidios. Porém pode-se dividir os
resultados em trés grupos quanto ao perfil da produgéo. O cultivo com 50 pL/L foi o
unico que apresentou produgdo de ramnolipidios crescente no decorrer da
fermentacéo (Figura 7).

100
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20 -

Ramnolipidios (mg/L}

0 24 48 72 96
Tempo (h)

——50pl/L =—f=—500ul/L === 1.000uL/L 1.500pL/L
codmes 2.000pL/L =h= 2.500pL/L 3.000pL/L

Figura 7: Produgdo de ramnolipidios (mg/L) da bactéria P. aeruginosa LBl em meio
contendo 6leo de soja, cultivada em diferentes concentragdes de solugcdo de elementos
trago no meio.

Os cultivos com adig¢édo de solugdo de elementos tragos com volumes de 500,
1.000 e 1.500 yL/L, apresentaram um perfil de produgdo semelhante, alcangando o
pico de produgédo no tempo de 24 horas de fermentagdo, sendo obtidas as seguintes
concentragdes de ramnolipidios 73,19 + 2,47 mg/L (500 uL/L), 90,66 *+ 4,36 mg/L
(1.000 ulL/L) e 77,57 £ 10,14 mg/L (1.500 pL/L), em seguida houve declinio destes
valores até o final da fermentacéo (Figura 7).

Os cultivos com os maiores volumes da solugdo trago adicionados, 2.000,
2.500 e 3.000 pL/L, exibiram uma queda na produgdo em 48 horas, em seguida,
alcangaram sua maior producdo de ramnolipidios, com os respectivos valores de
77,33 £7,89, 51,26 £ 15,79 e 72,65 t 2,42 mg/L, seguidos de declinio na producao
no final da fermentagéo (Figura 7).

As trés maiores produgdes de ramnolipidios, no tempo de 96 horas, foram
encontradas nas concentragdes da solugédo de elementos-tragco de 3.000, 2.000 e 50
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HL/L, com os respectivos valores 68,24 + 6,17, 65,24 + 0,00 e 55,63 £ 13,60 mg/L
(Figura 7).

Apesar das maiores concentragdes de ramnolipidios ndo ocorrerem sempre,
no tempo final da fermentagdo, optou-se por realizar os testes estatisticos com as
médias obtidas no tempo de 96 horas, pois assim seria possivel padronizar os
testes. Além disso, se analisarmos os ensaios com apenas 24 horas de cultivo ou
em outro tempo, que nao o final, os dados do perfil de producdo de ramnolipidios
nas diferentes concentragdes, néo seriam analisados como um todo.

As trés maiores produgdes de ramnolipidios em 96 horas de cultivo (3.000,
2.000 e 50 pL/L) nao diferiram estatisticamente (Tabela 5). Dessa maneira nos
préximos experimentos com 6leo de soja como fonte de carbono, foi utilizada a
concentragdo de 50 pL/L como controle para os posteriores estudos com 6leo de
soja como fonte de carbono, pois 0 volume menor de solugdo representa menor

gasto para a composi¢do do meio.

Tabela 5: Comparagdo estatistica entre as médias das concentragbes de
ramnolipidios (mg/L) obtidas ao final de 96 horas de cultivo em éleo de soja e
diferentes volumes de solugéo de elementos trago.

Condigao (uL/L) Média (mg/L) Probabilidade*
50 55,63+1360 -
500 17,69 £ 0,87 0,03041
1.000 28,96 +4,12 0,14174
1.500 36,63 +7,75 0,99795
2.000 65,24 £ 0,00 0,90569
2.500 36,66 £ 1,91 0,39622
3.000 68,24 £6,17 0,75892

*os valores em negrito apresentaram diferenca estatistica

A maior concentragdo de biomassa do cultivo com 50 uL/L foi alcangada no
tempo de 48 horas, com 1,52 + 0,47g/L, seguido de declinio na densidade celular
até o final da fermentagéo. Os demais ensaios alcangaram seus maiores valores de
biomassa no tempo de 72 horas, 1,82 + 0,08 g/L em 500 uL/L, 1,91 £ 0,13 g/L com
1.000 pL/L e 2,05 + 0,06 g/L com 1.500 uL/L, sendo que em 96 horas houve uma
diminui¢gdo da biomassa (Figura 8).
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Nos ensaios onde se adicionaram as trés maiores concentragdes da solugéo
traco, houve uma queda da producéo de biomassa no tempo de 72 horas, e logo em
seguida, alcangando a maxima concentragdao no tempo final da fermentacgéo, 2,30 +
0,16 (2.000 pL/L), 3,11 £ 0,21 (2.500 pL/L) e 1,85 + 0,03 g/L (3.000 uL/L) (Figura 8).
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Figura 8: Biomassa (g/L) da bactéria P. aeruginosa LBl em meio contendo 6leo de soja,
cultivada em diferentes concentragées de solugdo de elementos trago no meio.

Os cultivos onde se adicionou 50 e 3.000 pL/L de solugdo traco,
apresentaram os menores valores de 6leo residual no meio apés 24 horas, 4,55 £
2,55 e 5,10 £ 3,25 g/L, e ao final da fermentagédo estes valores aumentaram para
6,18 £ 2,37 e 12,85 + 1,13 g/L, respectivamente. Nos demais ensaios houve maior
consumo de 6leo no tempo de 96 horas, atingindo as seguintes concentragdes de
6leo 7,70 £ 1,13 g/L (500 uL/L), 4,28 + 1,59 g/L (1.000 pL/L), 3,60 + 0,07 g/L (1.500
pL/L), 14,13 £ 0,6 g/L (2.000 pL/L) e 9,93 £ 3,22 g/L (2.500 pL/L) de élec no meio de
cultivo (Figura 9).
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Figura 9: Consumo de Sleo (g/L) da bactéria P. asruginosa LB/ em meio contando dleo de
soja, culthvada em diferentes concentragles de solugdo de elementos trage no melo.

5.1.B. Avaliagio da Importincla ds cada elsmento trago para a produgio
de ramnolipidios a partir de Sleo de seoja

A Flgura 10 llustra os cultivos antes da Inoculagiio e apds 96 horas de cultivo
com a auséncia de cada um dos elementos trago. A imagem demonstra que apesar
da falta de nulrientes, ocomeu crescimento celular e metabolizacio da fonte de
carbono, pols diferente do frasco né#o Inoculado, onde © melo sncontra-se
tranelicido, ao final da fermentagiio os ensaios apresantaram colorag@io bege, muito
semelhante entre os diferentes culiivos.

Figura 10: Culthvo de P. seruginosa LBl utliizando dleo de scja comp Gnica fonte de
carbono, antes da inoculaglo (A) & apds 86 horas, com auséncia de cada um dos elementos
iragos, bora (B), cobre (C), manganés (D), moliedénle (E) e zinco (F).
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A maior concentragdo de ramnolipidio no cultivo B (-) foi alcangada no tempo
de 24 horas, 25,14 + 2,21 mg/L, e ao final da fermentacdo esta concentracéo
diminuiu para 11,13 + 1,56 mg/L. O mesmo perfil de producédo foi encontrado nos
ensaios sem cobre e sem zinco, sendo suas concentragdes de ramnolipidios em 24
horas de 29,43 + 1,33 mg/L — Cu (-) e 21,85 1+ 1,42 mg/L — Zn (-). O ensaio Mo (-)
atingiu a maior producgdo de ramnolipidios no tempo de 96 horas com 22,53 + 0,67
mg/L de produto. A concentracdo do biossurfactante no final da fermentagcdo Mn(-)
foi a que mais se aproximou do grupo controle, sendo esta de 55,26 + 11,22 mg/L
(Figura 11).
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Figura 11: Producdo de ramnolipidios (mg/L) da bactéria P. aeruginosa LBl em meio
contendo 6leo de soja, cultivada na auséncia de cada um dos elementos tragos (B, Cu, Mn,
Mo e Zn).

Com excecéo do cultivo Mn (-), as demais fermentagées, B (-), Cu (-), Mo (-) e
Zn (-) apresentaram diferenca estatistica em relagdo ao controle (Tabela 6).



Resultados e Discussio 45

Tabela 6: Comparagdo estatistica entre as médias das concentragbes de
ramnolipidios (mg/L) obtidas ao final de 96 horas de cultivo em éleo de soja e
auséncia de cada um dos elementos traco.

Condigao Média (mg/L) Probabilidade*
Controle 9563+1360
B(-) 11,13 £ 1,56 0,00546
Cu(-) 7,65 10,64 0,00416
Mn(-) 55,26 + 11,22 0,79343
Mo(-) 22,53 + 0,67 0,02338
Zn(-) 11,86 £ 2,94 0,00594

* os valores em negrito apresentam diferencga estatistica

A maior concentragdo de biomassa encontrada nos cultivos B(-), Cu(-), Mo(-)
e Zn(-) foram no tempo de 24 horas, atingindo os respectivos valores de 1,12 £ 0,14,
1,16 £ 0,03, 1,52 + 0,06, 1,44 £ 0,02 g/L, seguido de queda na biomassa no tempo
de 48 horas, e se estabilizando ao final da fermentagdo. Como mencionado
anteriormente na condigdo controle, os maiores valores de biomassa foram
encontrados nos tempos de 24 e 48 horas, seguidos de diminuigcdo da mesma. Com
relagdo ao cultivo Mn(-), o apice do crescimento ocorreu no tempo de 96 horas, com
1,44 1 0,02 g/L de células (Figura 12).
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Figura 12: Biomassa (g/L) da bactéria P. aeruginosa LBl em meio contendo 6leo de soja,

cultivada na auséncia de cada um dos elementos tragos(B, Cu, Mn, Mo e Zn).
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Nao fol possivel determinar o consumo de dleo no tampo de 96 horas nos
culfivas Mn{-}, Mo(-}), e Zn(-); pois, devido ao surgimento de uma emulzfo durante a
etapa da exdragBo, nfio houve volume suficients de amostra (2 mL) para a anélise
(Flgura 13).

Flgura 13: Emulséio (E) presente no processamento da amosta, que impossibilitou um
volume suficlents de n-hexana (H) para anallse de Sleo residual.

Oz menores valores de 6leo residual nos ensaics onde ndio foi possivel
analisar o tempo de 96 horas ocomeram em 72 horas de cultivo, com os valores de
203 +095¢gL -Mn{-), 1288+ 541 glL—- Mo (-} e 1580 £ 148 gL —Zn {-). A
concentragfio final de dleo foi prhxdma a zero no tempo final de fermentacdo,
atingindo 0,20 + 0,00 g/l para o cultivo B(-) & 0,15 *+ 0,00 g/L. para Cu{-). O grupo
controle como anterlormente descrito atinglu a menor concentracéio de dleo residual,
logo ap6s 24 horas, com 4,55 + 2,55 g/l (Figura 14).
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Figura 14: Consumo de Sleo (g/L) da bactéra P. seruginosa LBl am melo contendo dleo de
s0ja, cultivada na auséncia de cada um dos elementos tragos (B, Cu, Mn, Mo e Zn).

52C. Avallagiio dos elementos clirato e cobalto na producio de
ramnolipidios a partir de éleo ce soja

A partir da Figura 15 pode-se observar o aspecto do meio de cultura necs
tempos finais da fermentacio, onde foram adicionados os elementos citrato efou
cobalip. Em todos os ensalos, 0 culthio apresentou uma coloracio bege e
consisténcia densa.

i

Figura 15: Culthvo de P. seruginoss LBl ulllzando dlec de soja como Onlca fonte de
carbone, armes da Inoculagao {A) e apds 96 horas, com a adigio de clirato (B), cobalto (C) e
ambos {D).

O ensaio onde foi adicionado o elemento cobalto ac meio, apresentou uma
producio de ramnolipidios superior ao controle sm todos os tempos de cultivo,
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porém, esta diferenga nao foi estatisticamente significativa no final da fermentacéo, a
concentracdo de tensoativo atingiu 80,83 + 0,68 mg/L, em comparagdo com 55,63 +
13,60 mg/L do ensaio controle (Figura 16 e Tabela 7).
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Figura 16: Producdo de ramnolipidios (mg/L) da bactéria P. aeruginosa LBl em meio
contendo 6leo de soja, cultivada com o acréscimo de citrato, cobalto e ambos.

Tanto nos ensaios com a adi¢do de citrato - Cit (+) e de citrato e cobalto -
CitCo(+), a maior concentracdo de ramnolipidios no meio foi quantificada no tempo
de 96 horas, atingindo 46,06 + 4,73 e 47,59 + 2,46 mg/L , respectivamente; porém,

estes valores foram inferiores ao cultivo controle (Figura 16).

Tabela 7: Comparagdo estatistica entre as médias das concentragbes de
ramnolipidios (mg/L) obtidas ao final de 96 horas de cultivo em 6leo de soja e adi¢do
de citrato e/ou cobalto.

Condigao Média (mg/L) Probabilidade
Controle 5563+1360 -
Cit(+) 46,06 £4,73 0,70974
Co(+) 80,83 £ 0,68 0,05341
CitCo(+) 47,59 + 2,46 0,79622

O crescimento da bactéria no cultivo Cit(+) foi maximo em 24 horas, 1,18 +
0,40 g/L, seguido de declinio no decorrer da fermentagédo. A concentragdo maxima
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de biomassa no ensaio controle (1,62 £ 0,47 g/L ) e CitCo (+) (1,65 + 0,08 g/L) foi
alcangada no tempo de 48 horas. Apés atingir o pico, foi observado queda na curva
de crescimento da bactéria nos experimentos controle, 0 mesmo ndo ocorreu com o
CitCo(+), que apresentou um aumento da biomassa entre os tempos de 72 e 96
horas. Ja o cultivo Co(+), apresentou um aumento da concentragéo de biomassa até
72 horas, atingindo 1,47 + 0,16 g/L, seguido de queda no crescimento no final da

fermentacao (Figura 17).
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Figura 17: Biomassa (g/L) da bactéria P. aeruginosa LBl em meio contendo 6leo de soja,
cultivada com o acréscimo de citrato, cobalto e ambos.

O maior consumo de 6leo nos ensaios Cit(+) - 3,85 £ 0,14 g/L e Co(+) - 4,40
1,98 g/L foi em 96 horas de cultivo. Entretanto, no cultivo controle a menor medida
de 6leo residual foi encontrada no tempo de 24 horas com 4,55 + 2,65 g/L, e no
ensaio CitCo(+), em 48 horas com 1,95 + 0,11 g/L (Figura 18).
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Figura 18: Consumo de 6leo (mg/L) da bactéria P. aeruginosa LBl em meio contendo 6leo
de soja, cultivada com o acréscimo de citrato, cobalto e ambos.

5.3. Cultivos com glicerina

Os resultados referentes aos ensaios contendo glicerina P.A. como fonte de
carbono serdo expostos a seguir. Os dados obtidos nos experimentos onde foi
avaliado a produgdo de ramnolipidios em diferentes concentra¢gdes da solugdo de
elementos traco adicionadas ao meio, serdo demonstrados no item 5.3.A. A
influéncia individual de cada elemento traco estudado sera apresentada no item
5.3.B. A etapa final do trabalho, com a adi¢gdo de novos elementos ao cultivo, citrato
e cobalto, sera apresentada no item 5.3.C. As produgdes de ramnolipidios,
biomassa, e consumo de 6leo estdo representados em graficos e a estatistica
aplicada nas médias do tempo final (96 horas) em tabelas.

5.3.A. Variagdo da concentragao da solugdo de elementos trago no meio
com glicerina P.A.

Como podemos visualizar na Figura 19, em todos os cultivos a linhagem de P.
aeruginosa LBI foi capaz de assimilar a fonte de carbono e se replicar, uma vez que,
houve uma grande diferenga de coloragdo entre os ensaios ndo inoculados e apés
96 horas de fermentagao.



Figura 19: Cultivo de P. aeruginosa LBl utliizando glicerina P.A. como (nkca fonte de
carbono, antes da inoculagiio (A) e apis 96 horas, em diferentes concentragdes {uL/)
de solugiio de elementos trage no melo, 50 (B), 500 (C), 1.000(D), 1.500(E), 2.000 {F),
2.500{G) & 3.000 {H).

A malor produciic encontrada no tempo de 96 horas fol com o culthvo onde se
utilizou 50 pL/L da solugBo de elementos tragos, alcangando 129,11 £ 11,92 mgiL,
segulda pelos cultivos com 1.500, 1.000 e 500 pLA, com os respectivos valores de
78,26 + 3,02, 55,61 +41,50 & 19,90 + 0,97 mg/L (Figura 20).

Os cultivos onde foram adicionades o8 maiores volumes da solugdo trago
tiveram as menores concentragdes do ramnollpldios, 5,77 & 2,37 mg/L (2.000 uL/L),
17,74 + 4,36 mg/L (2.500 pL/L) e 13,71 + 7,38 mg/L (3.000 uLA) {Figura 20).
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Figura 20: Producfo de ramndlipidios {mg/l) da bactéria P. seruginose LBl am maio
contendo glicarina P.A., culiivada am difereniea concentragbes de aoiuclio de elemantos

trago no maio,
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Em nenhum dos ensaios a maior produgdo foi encontrada no final da
fermentacao, os cultivos com 50 e 500 uL/L, alcangcaram 211,19 + 8,87 e 240,79 +
5,88 mg/L, ap6s 48 horas de fermentacdo. Os demais ensaios apresentaram sua
maior concentragdo de ramnolipidios no tempo de 24 horas, atingindo os seguintes
valores 166,74 + 4,77 mg/L para o cultivo com 1.000 pL/L da solugdo de elementos
traco; 185,40 + 0,96 mg/L com 1.500 uL/L; 202,93 + 17,37 mg/L com 2.000 pL/L;
186,12 £ 17,35 mg/L com 2.500 pL/L; e 194,98 + 13,79 mg/L com 3.000 uL/L (Figura
20).

A Tabela 8 apresenta os resultados do teste estatistico aplicado, onde
podemos ver que o cultivo com 50 pL/L atingiu a maior producdo de ramnolipidios, e
esta difere estatisticamente de todos os outros ensaios, com exceg¢do do cultivo com
1.500 yL/L. Sendo assim, a concentragdo de 50 uL/L foi escolhida como controle

para dar sequéncia aos experimentos com glicerina P.A..

Tabela 8: Comparacdo estatistica entre as médias das concentracbes de
ramnolipidios (mg/L) obtidas ao final de 96 horas de cultivo em glicerina P.A. e
diferentes volumes de solugéo de elementos trago.

Condigéao (pL/L) Média (mg/L) Probabilidade
50 129,11+1192  ——-
500 19,90 £ 0,97 0,0034
1.000 55,61 £41,50 0,03
1.500 78,26 + 3,02 0,1487
2.000 5,77 £ 2,37 0,00163
2.500 17,74 £ 4,36 0,00302
3.000 13,71 7,38 0,00244

* os valores em negrito apresentam diferenga estatistica

Os perfis de crescimento da linhagem P. aeruginosa LBl nos cultivos foram
muitos semelhantes entre si, e seus valores permaneceram muito préximos nos
diferentes tempos da fermentacdo. Os ensaios com os menores volumes de solucéo
adicionados alcangaram seus maiores valores ao final da fermentagado, sendo eles,
1,53 + 0,08 g/L (50 pL/L), 1,81 £ 0,04 g/L(500 uL/L) e 1,89 + 0,06 g/L (1000 uL/L)
(Figura 21).
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Figura 21: Biomassa (g/L) da bactéria P. aeruginosa LBl em meio contendo glicerina P.A.,
cultivada em diferentes concentragdes de solugéo de elementos trago no meio.

Os cultivos com adicdo de 1.500 e 2.000 pL/L de solugdo de elementos
tracos, apresentaram pico de crescimento em 24 horas de cultivo, atingindo 1,60 +
0,04 e 1,51 £ 0,07 g/L, respectivamente. Nos experimentos onde se utilizou os
maiores volumes da solugdo de elementos tragos, a concentragdo maxima de
biomassa ocorreu em 96 horas e foi igual a 1,73 + 0,06 (2.500 pL/L) e 2,04 + 0,05
(3.000 pL/L) (Figura 21).

5.3.B. Avaliagao da importancia de cada elemento trago para a produgao
de ramnolipidios utilizando glicerina P.A. como fonte de carbono

A diferenga na coloragcédo dos diferentes ensaios, observada na Figura 22,
pode evidenciar a importancia dos elementos trago, quando comparada aos cultivos
da Figura 19, onde todos os elementos foram fornecidos. Nas fermentagdes em que
todos os elementos trago estavam presentes, os meios apresentaram coloragéo
verde intensa, caracteristica de cultivos em glicerina, em boas condi¢gbes. Por outro
lado, nos cultivos com a auséncia dos elementos tragos, ha cultivos com coloragéo
escura, como por exemplo, B (-) e Zn (-), o que de acordo com Hassen et al., (1998),
é caracteristico de culturas mais velhas, que apresentam morte celular. Os demais
ensaios apresentaram coloragéo verde claro.
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Flgura 22: Cultivo de P. aeruginosa LBI utilizando glicerina P.A. como (inica fonte de
carbono, antes da inoculagéo (A) e apés 96 horas, com auséncia de cada um dos elementos
tragos, boro (B), cobre (C), manganés (D), molibdénio (E) e zinco (F).

Todos os cultivos realizados na auséncia de cada um dos elementos trago
apresentaram produgfo menor de ramnolipldios ao final da fermentag&o. O ensaio
controle atingiu uma concentragio de 129,11 %+ 11,92 mg/L de biossurfactante,
enquanto a produgo nos demais ensaios foi a seguinte B(-) - 13,19 + 1,16 mgilL,
Cu(-)- 16,37 £ 4,14 mg/L; Mn(-) - 8,27 £ 0,99 mg/L; Mo(-) - 41,18 £ 7,38 mg/L e Zn(-)
- 15,86 £ 6,54 mg/L (Figura 23).

As maiores concentragbes de ramnolipidios ocorreu no tempo de 24 horas na
maioria dos ensaios, sendo de 160,90 + 3,36 mg/L em B(-), 150,59 + 3,99 mg/L em
Cu(-),180,13 1 9,67 mg/L em Mn(-) e 203,92 + 14,62 mg/L em Mo(-). No entanto, o
cultivo Zn (-) alcangou sua maior produgédo no tempo de 48 horas, atingindo 157,19
34,09 mg/L de ramnolipidios (Figura 23).
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Figura 23: Producdo de ramnolipidios (mg/L) da bactéria P. aeruginosa LBl em meio
contendo glicerina P.A,, cultivada na auséncia de cada um dos elementos tragos (B, Cu, Mn,
Mo e Zn).

A Tabela 9 demonstra a importancia de todos os elementos tragos no cultivo
com glicerina P.A., pois o grupo controle apresentou, ap6s 96 horas, uma producdo
de ramnolipidios, estatisticamente superior as encontradas nos cultivos com

auséncia de cada um dos elementos.

Tabela 9: Comparacdo estatistica entre as médias das concentragbes de
ramnolipidios (mg/L) obtidas ao final de 96 horas de cultivo em glicerina P.A. e
auséncia de cada um dos elementos trago.

Condigao Média (mg/L) Probabilidade
Controle 12911 +1192 -

B(-) 13,19+ 1,16 1,7 x10°°
Cu(-) 16,37 +4,14 2,0x10°
Mn(-) 8,27 + 0,99 1,3 x107°
Mo(-) 41,18 +7,38 8,8 x 10°
Zn(-) 15,86 + 6,54 1,9 x 10°

* os valores em negrito apresentam diferenca estatistica

A producgéo de biomassa se estabilizou ap6s 24 horas de cultivo, e os maiores
valores encontrados para os cultivos controle (1,53 + 0,08 g/L), B(-) (1,79 £ 0,01 g/L)
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e Mo(-) (1,81 £ 0,02 g/L), foram no tempo de 96 horas. Ja os cultivos Cu(-) e Zn (-)
atingiram 1,36 £ 0,09 e 1,54 + 0,18 g/L de biomassa em 72 horas. Somente o ensaio

Mn(-) teve sua maior produgdo no tempo de 48 horas, sendo de 1,62 + 0,14 g/L
(Figura 24).
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Figura 24: Biomassa (g/L) da bactéria P. aeruginosa LBl em meio contendo glicerina P.A.,
cultivada na auséncia de cada um dos elementos tracos (B, Cu, Mn, Mo e Zn).

5.3.C. Avaliagdao dos elementos citrato e cobalto na produgio de
ramnolipidios utilizando glicerina P.A. como fonte de carbono

A Figura 25 apresenta o aspecto final dos cultivos onde foram adicionados
dois novos elementos ao meio, citrato e/ou cobalto. O cultivo com citrato (Figura
25B) apresentou coloragédo verde mais escura, quando comparados com 0s ensaios
Co(+) e CitCo(+), (Figura 25C e 25D).
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Figura 25 Cultive de P. seruginose LBl utilizando glicerina P.A. como Gnica fonte de
carbang, antes da InoculagBo (A) & apds B6 horas, com a adiglio da clireto (B), cobalio (C) s
ambes (D).

Os valores finals das fermentages onde se adiclonaram novos elementos ao
cultivo foram significativamente diferentes ao grupo controle, como podemos
visuallzar na Tabela 10.

Tabela 10: Comparacio estalistica entre as médias das concentragles de
ramnolipidios {mg/L) obtidas ao final de 96 horas de cultivo em glicerina PA. e
adic8o de citrato e/ou cobalto.

Condigio Média {(mgiL) Probabilidade

Controle 129,11 £ 11,92 —
Cit(+) 20,63 + 4,14 0,00031
Cof+) 2717 £4,12 0,0004

CitCo(+) 7,33 14,58 0,00012

* os valoras am negrito apresantam diferenca estatistica

A produgde no tempoe de 86 horas de cultivo controle foi de 128,11 + 11,82
mg/L. de ramnolipidios, em comparagdc com o8 cultivos Ci{+), Co(+) 8 CitCoa(+),
onde as produgles de ramnolipidios no final da fermentagdo foram de
respectivaments, 20,63 +4,14, 27,17 £4,12 6 7,33 £ 4,58 mg/L. (Figura 26).

No caso dos cultivos CHt(+) (199,38 + 19,33 mg/L), Cof+) (251,32 + 29,43
mg/L) 8 CitCo{+) (197,61 + 3,67 mg/L), as maiores concentracbes de ramnolipldios
foram encontradas no tempo de 24 horas e o grupo controle alcangou a malor
produgéio de 211,18 £ 8,87 no tempo de 48 horas (Figura 26).
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Figura 26: Producdo de ramnolipidios (mg/L) da bactéria P. aeruginosa LBl em meio
contendo glicerina P.A., cultivada com o acréscimo de citrato, cobalto e ambos.

Neste grupo de ensaios o crescimento da bactéria se estabilizou ap6s 48
horas de cultivo. As maiores concentra¢gdes de biomassa foram detectadas em 96
horas e atingiram 1,53 + 0,08 g/L para o cultivo C(+) e 1,71 £ 0,01 g/L para Cit(+). Ja
as fermentagdes Co(+) e CitCo(+), alcangaram seus maiores valores em 72 horas,
com 1,74 £ 0,15 e 1,77 £ 0,01 g/L de biomassa (Figura 27).
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Figura 27: Cinética da produgdo de biomassa (g/L) da bactéria P. aeruginosa LBl em meio
contendo glicerina P.A., cultivada com o acréscimo de citrato, cobalto e ambos.
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Observa-se que adi¢do dos novos elementos, ndo favoreceu a produgdo do
biossurfactante, quando a glicerina foi utilizada como fonte de carbono. Entretanto, a
biomassa manteve-se mais estavel nos cultivos onde houve a adicdo de cobalto
e/ou citrato. Por isso, o ajuste da concentragdo destes elementos poderia tornar-se
favoravel a produgédo de ramnolipidios.

Segundo Soberén-Chavez et al. (2005), altas concentragbes de cations
divalentes é inibitério para a produgdo de ramnolipidios por P. aeruginosa. Este fato
ndo pode ser visualizado nos cultivos com 6leo de soja, pois as maiores produgdes
finais de ramnolipidios encontram-se tanto no cultivo com menos elementos tracos
(60 uL/L), quanto na fermentagdo com a maior concentragcdo destes (3.000 pL/L).
Porém, nos ensaios com glicerina, a diferenga entre os valores de producgao pode ter
sido causada pela inibigdo causada por cations divalentes, uma vez que, o cultivo
com a menor quantidade destes, foi o que alcangou a maior produgdo final de
ramnolipidios.

Apesar da auséncia de referéncias bibliograficas que indiquem uma relagéo
direta dos metais trago estudada, com a producdo de ramnolipidios por P.
aeruginosa, o0 que se sabe é gque esses elementos tem influéncia indireta com este
metabdlito, ja que estdo envolvidos com processos necessarios para a manutencéo
e composicdo celular. Os resultados obtidos comprovam a importancia dos
elementos tragos, pois com ambas as fontes de carbono, a produgdo final de
ramnolipidios foi menor na auséncia de cada um dos elementos, com excec¢éo do
cultivo Mn(-) com 6leo de soja.

Segundo Martins et al. (1989) ions metalicos podem atuar como mediadores
em potencial nos mecanismos de controle, ao nivel da transcrigdo ou tradugdo de
uma ou mais enzimas envolvidas no metabolismo de P. aeruginosa, ou na ativagéo
e estabilizacdo de enzimas pré-formadas. E a produgdo de ramnolipidios pode estar
relacionada com algumas destas enzimas e mecanismos de controle.

Madigan et al. (2010) afirma que o cation Zn?* esta envolvido com o
funcionamento de diversas enzimas necessarias a manutencédo e replica¢ido celular,
como por exemplo: anidrase carbonica; alcool desidrogenase; RNA e DNA
polimerase e muitas proteinas de ligagdo ao DNA. Hassen et al. (1998) demonstram
que os cations metalicos exercem grande influéncia na sintese protéica, sendo Zn**
um estimulante para produgédo de proteinas em P. aeruginosa, na concentragéo de

0,5 mM. Os mesmos autores afirmam que concentragdes de 0,5 mM de cobre,
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estimulam o crescimento celular. Apesar da influéncia do cation Zn** na manutengéo
e replicagdo celular acima demonstrada, o0 mesmo n&o pode ser visualizado nos
experimentos realizados com a auséncia de tal elemento, pois os perfis de
biomassa, em ambas as fontes de carbono, sdo semelhantes aos obtidos nos
ensaios controles.

De acordo com Eagon et al. (1965), o Zn?* esta presente em componentes da
parede celular, juntamente com Ca** e Mgz". Sendo assim, a auséncia de zinco
pode alterar a composi¢do da parede celular, resultando em modificagbes no
metabolismo através da regulagéo de entrada e saida de moléculas, bem como, em
outros fatores como aderéncia e hidrofobicidade da superficie celular. Este fato pode
explicar a baixa produc¢do de ramnolipidios nos cultivos na auséncia do cation zinco,
pois mudancas na seletividade da parede celular, bem como na hidrofobicidade da
superficie celular, pode alterar a assimilagdo das fontes de carbono e de outros
nutrientes, bem como, a liberagdo de ramnolipidios para o meio extracelular.

Segundo Antholine et al. (1993), o cobre esta presente em proteinas
chamadas de azurinas, e estas estao envolvidas na transferéncia de elétrons em P.
aeruginosa. Karapetian; Kamalian e Nalbandyan (1986) afirmam que em P.
aeruginosa ha associacdo de cobre com proteinas inibidoras da nitrato reductase.
Tanto a transferéncia de elétrons como a assimilagéo de nitrogénio s&o processos
importantes para a manutencgéo e replicagdo celular, e sua inibigdo pode causar um
déficit na producdo de ramnolipidios. Outro metal envolvido com a nitrato redutase é
o molibdénio, que estimula a atividade desta enzima em linhagens de E. coli,
Aspergillus nidulans e P. aeruginosa (VAN HARTINGSVELDT; STOUTHAMER,
1973; FEWSON; NICHOLAS 1961). Elevadas proporgdes C/N (GUERRA-SANTOS;
KAPPELI; FIECHTER, 1984; RAZA et al., 2007; WU et al., 2007) estimula a
sintese de ramnolipidios e a enzima nitrato redutase esta relacionada com a
assimilagdo e concentragdo de nitrogénio do meio.

A adigso de Mn?* foi relatada como necessaria para ativagéo de fosfomutases
e enzimas que requerem ATP. Sua presenca é capaz de aumentar a producdo de
alginato, além de evitar a morte prematura das células no cultivo (MARTINS et al,
1989). Sendo assim, a auséncia do manganés no cultivo com 6leo de soja pode ter
incentivado a formagdo de ramnolipidios, uma vez que, a produgido do alginato nao
foi estimulada, e este é um produto cujo metabolismo compete com o dos
ramnolipidios. Segundo Nelson e Cox (2006) o manganés (Mn 2*), esta envolvido
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como co-fator na ativagdo de enzimas presentes no ciclo do acido citrico, e este esta
relacionado com a produgdo da porcdo hidrofilica do ramnolipidio, quando a
linhagem produtora é cultivada em fontes hidrofébicas como fonte de carbono. No
ciclo do glioxilato a acetil-CoA é convertida a succinato, que é transformado em
malato no ciclo do acido citrico. O malato é oxidado a oxaloacetato que pela
gliconeogénese é convertido em hexoses e posteriormente a ramnose (Figura 3).
Porém, tal fato ndo pode ser visualizado no cultivo sem a presenca de manganés e
utilizagdo de uma fonte de carbono hidrofébica, pois, a produgédo de ramnolipidios no
cultivo Mn(-) e controle foram muito pr6ximas entre si. Asbell e Eagon et al. (1966)
afirmam que Mn?* n&o & um componente da parede celular, porém em certas
condigbes é capaz de substituir o Ca?* e Mg?* presente como estabilizadores da
parede celular. Discussao sobre alginato que é rota concorrente

A adigdo de novos elementos (citrato e/ou cobalto) ao cultivo com glicerina foi
inibitéria, uma vez que os valores finais de produgdo de ramnolipidios foram
inferiores ao ensaio controle. Com relagdo aos ensaios com 6leo de soja como fonte
de carbono, o cultivo Co (+) apresentou uma maior produgéo no tempo final, porém,
esta nao foi diferente estatisticamente ao cultivo controle

Sendo assim, a adicdo de citrato, cobalto ou ambos, ao meio de Sais de
Robert ndo apresenta resultados positivos quanto a produgdo de ramnolipidios
quando P. aeruginosa € cultivada em glicerina. O mesmo ndo pode ser afirmado
para ensaios contendo 6leo de soja, pois apesar da produgédo de ramnolipidios com
a presenca de cobalto ndo ter diferido estatisticamente do grupo controle, esta foi
maior, e possivelmente apds maiores estudos com a determinacdo da concentragio
ideal de cobalto no meio, a produgéo do biossurfactante aumente.

Tanto o citrato, como o cobalto, sdo elementos que desempenham fun¢des
que podem estar relacionadas a sintese do biossurfactante. Como exposto pela
Tabela 1, o cobalto € um elemento constituinte da vitamina B12, que participa da
sintese das desoxirriboses, e sédo constituintes do DNA (MADIGAN et al, 2009). E o
citrato faz parte do ciclo do acido citrico e ciclo do glioxilato, etapas presentes na
biossintese dos ramnolipidios, quando obtidos a partir de fontes oleosas.
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6. CONCLUSOES

» A concentragdo de 50 pL/L de solugdo de elementos trago no meio, foi a
que permitiu a obtengdo dos melhores resultados em ambas as fontes de
carbono.

> Nos cultivos com 6éleo de soja como fonte de carbono a auséncia de cada
um dos elementos é prejudicial a produg¢do de ramnolipidios, com exce¢ao
do manganés.

» A auséncia de cada um dos elementos trago é prejudicial para a produgio
de ramnolipidios, quando se utiliza glicerina P.A. como fonte de carbono.

> A adigdo de citrato, cobalto ou ambos, ndo exerce resultados positivos na
produgdo de ramnolipidios quando se utiliza o meio Sais de Rober,
contendo glicerina, quando analisado o tempo final da fermentagéo.

> A producdo de ramnolipidios a partir de éleo de soja pode ser estimulada
pela adicdo do elemento cobalto ao meio, porém sdo necessarios mais
estudos para se determinar sua concentragéo ideal.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

» Realizar experimentos variando as concentragbes de citrato e cobalto
em ambas as fontes de carbono, com um intervalo de amostragem
menor;

» Determinar a composi¢édo ideal de solugdes tragos para diferentes
fontes de carbono e

» Realizagédo de experimentos em biorreator
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