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RESUMO

Os biossurfactantes sdo metabdlitos sintetizados por diversos tipos de
micro-organismos, a partir de condigbes aerébicas em meios contendo
carboidratos, hidrocarbonetos, lipidios e outros. Sdo moléculas anfipéticas,
apresentando uma calda hidrofébica e uma cabeca hidrofilica, garantindo as
mesmas aplicagbes que o surfactante quimico, ainda acrescido de outras
vantagens, como biodegradabilidade, baixa toxicidade, estabilidade térmica, e
producdo a partir de fontes renovaveis. Dentre os biossurfactantes, um dos
mais estudados séo os ramnolipidios, um tipo de biotensoativo que apresenta
uma ou duas ramnoses na porcdo hidrofilica da molécula, sintetizado pela
bactéria Gram-negativa Pseudomonas aeruginosa. As vantagens dos
biossurfactantes para o micro-organismo produtor ainda sdo desconhecidas.
Existem diversas hipoteses sobre sua atuacdo como, por exemplo, no caso da
Pseudomonas aeruginosa, acredita-se que a producdo de ramnolipidios esteja
relacionada com a busca por ambientes ricos em nitrogénio. Isso parece estar
relacionado ao aumento na producdo do biossurfactante e de estruturas de
locomocdo quando o micro-organismo € submetido a ambientes com falta
desse nutriente. A producdo desse metabdlito pode ainda estar relacionada
com a producado de moléculas sinalizadora e com a colonizacdo de ambientes
oligotroficos. Apesar das vantagens dos biossurfactantes frente ao surfactante
guimico, seu uso ndo € amplo devido aos custos de producdo e baixos
rendimentos dos processos fermentativos. Estima-se que em um bioprocesso a
fonte de carbono corresponda a até 30% do custo final do produto. Dessa
maneira, o uso de fontes provenientes da agroindustria € uma alternativa para
a diminuicdo dos custos, além de ajudar no meio ambiente, uma vez que
agrega valor a esses produtos que seriam descartados e que apresentam alta
disponibilidade. Nesse projeto, foi avaliado a producdo de ramnolipidios por
Pseudomonas aeruginosa MPAO1 e de sua mutante ArhlYZ, cultivadas em
diversas fontes de carbonos:, como melaco, éleo de fritura, borra de dleo de

milho, borra de 6leo de algodao, glicerol bruto e bidestilado.

Palavras-chave: Biossurfactante; Subprodutos industriais; Pseudomonas

aeruginosa
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1 INTRODUCAO
1.1 Biossurfactantes

Os surfactantes sdo moléculas anfipaticas, permitindo sua dispersdo em
diferentes fases, como 6leo e agua, isso ocorre devido sua cadeia hidrofbica e
sua cabeca hidrofilica. Sua principal propriedade consiste em reduzir as
tensOes superficiais e interfaciais. (MULLIGAN, 2005).

Os biossurfactantes, por sua vez, sdao metabdlitos sintetizados por
diversos micro-organismos, como bactérias, leveduras e fungos filamentosos.
Para a producdo desses metabdlitos microbianos pode-se empregar o cultivo
em condicdes aerdbicas em meios aquosos a partir de carboidratos,
hidrocarbonetos, 0leos e gorduras ou mistura destes (DESAI; BANAT, 1997).

Os biossurfactantes possuem as mesmas propriedades de um
surfactante quimico, porém apresentam vantagens frente a eles, como
biodegrabilidade, baixa toxicidade, estabilidade térmica e quimica em amplas
faixas de pH e, principalmente, producéo a partir de fontes renovaveis (BANAT
et al.,, 2000; THANOMSUB et al., 2007; LOVAGLIO et al., 2010); diferente do
surfactante quimico que a producao tém sua origem na petroquimica (DESAI;
BANAT, 1997).

As propriedades hidrofobicas e hidrofilicas da biomolécula garantem sua
distribuicdo na interface de fases fluidas em diferentes graus de polaridade.
Tais propriedades possibilitam uma grande diversidade de aplicacdes
industriais, como emulsificacédo, solubilizacao, dispersao de fases, detergéncia,
em produtos farmacéuticos, biorremediacdo, sintese de nanoparticulas,
recuperacdo terciaria de petréleo e outros; além dessas moléculas serem
ambientalmente amigaveis (BANAT et al., 2000; THANOMSUB et al., 2007;
PALANISAMY; RAICHUR, 2009; GANESH et al., 2010).

Apesar de serem préximos quimicamente, os biossurfactantes também
apresentam uma grande diversidade estrutural se comparado aos surfactantes
guimicos, como por exemplo: glicolipideos, lipopeptidios, &cidos graxos,
complexos de proteinas e polissacarideos, lipossacarideos e biossurfactantes
poliméricos (MAKKAR; CAMEOTRA, 2002).

Ainda ndo esta claro a funcdo biolégica dos biossurfactantes para o

micro-organismo produtor, mas ja foram atribuidas véarias proposi¢cdes, como o



6

favorecimento na colonizagdo de nichos ecolégicos em ambientes
contaminados por hidrocarbonetos ou bastante oligotréfico; podendo atuar
ainda como agente antimicrobiano, permitindo a eliminacdo de competidores
(SOBERON-CHAVEZ et al., 2012).

Outra hipétese seria de que os ramnolipidios, no caso da Pseudomonas
aeruginosa, auxiliam na solubilizacdo de moléculas sinalizadoras (PQS). Esse
sinalizador é pouco solivel em ambientes aquosos, tendo suas funcdes
comprometidas, porém quando o biossurfactante é secretado ele se torna
solivel, aumentando sua dispersdo e consequentemente a bioatividade
(CALFEE et al.,2005).

1.2 Classificagéo e estrutura dos biossurfactantes

Os surfactantes quimicos sao classificados com base em seu grupo
polar, enquanto o0s biossurfactantes sao classificados pelo seu grupo
bioquimico. Os biossurfactantes também podem ser classificados por meio de
sua massa molar, os de baixa massa molar (glicolipideos, lipopeptideos e
flavolipideos) (SMYTH et al., 2010b) e de alta massa molar (polissacarideos,
proteinas, lipopolissacarideos e lipoproteinas) (SMYTH et al., 2010a). A
diferenca na massa molar garante diferentes propriedades a essas
biomoléculas; os de baixa massa apresentam maior atividade superficial,
enquanto os de alta massa exercem melhor atividade de emulsificacédo
(ROSENBERG; RON, 1999).

A parte hidrofébica do biossurfactante pode apresentar um ou mais
acidos graxos, podendo ser saturados, insaturados, hidroxilados ou
ramificados, e a parte hidrofilica pode ter um grupo éster, hidroxi, carboxilato,
fosfato ou carboidrato (CAMEOTRA; MAKKAR, 1998).

Cada espécie de micro-organismo produz uma classe diferente de
biossurfactante, como a Pseudomonas aeruginosa que sintetiza ramnolipidios,
a Candida bombicola que sintetiza soforolipideos, o Bacillus subtilis que
sintetiza a surfactina, e o Thiobacillus thiooxidans que sintetiza sulfolipidios
(MULLIGAN, 2005; HENKEL et al., 2017).

Entre os biossurfactantes, os glicolipidios sdo os mais pesquisados e,

dentro do grupo, os ramnolipidios sdo os mais citados em literatura e com
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solicitacdo de patentes; em seguida aparece o grupo dos soforolipidios
(MULLER et al., 2012; RANDHAWA; RAHMAN, 2014). Os ramnolipidios
apresentam uma ou duas moléculas de ramnose na porcdo hidrofilica da
molécula, e na regido hidrofobica, &cidos 3-hidroxialcandicos (JARVIS;
JOHNSON, 1949).

Diversos micro-organismos podem sintetizar ramnolipidios, como
Burkholderia (ANDRA et al., 2006; DUBEAU et al., 2009), Enterobacter sp. e
Pantoea sp. (ROONEY et al., 2009; VASILEVA-TONKOVA; GESHEVA, 2007),
Acinetobacter calcoaceticus (ROONEY et al., 2009), Pseudoxanthomonas sp.
(NAYAK et al., 2009), porém o principal produtor sdo as bactérias do género
Pseudomonas (ABDEL-MAWGOUD et al., 2010). Os ramnolipidios produzidos
podem reduzir a tens&o superficial da agua de 72 para 30 mN m™ (ABALOS et
al, 2001) e sua concentracdo micelar critica esta entre 5 — 200 mgL-1(LANG;
WULLBRANDT, 1999).

Os ramnolipidios produzidos por P. aeruginosa, sdao uma mistura de
congéneres, sendo que quatro sdo os mais conhecidos: RL1 (Rha2-C10-C10),
RL2 (Rha-C10-C10), RL3 (Rha2-C10) e RL4 (Rha-C10) (LANG; WAGNER,
1987), citados na figura 1. As propriedades dos biossurfactantes dependem da
composicao e distribuicdo desses congéneres na mistura, que variam com a
cepa bacteriana, condi¢cdes de cultivo e composicdo do meio (GUERRA-
SANTOS; KAPELLI; FIECHTER, 1984). A descoberta de novos congéneres
estd diretamente ligada ao desenvolvimento de novos métodos analiticos,
como a espectrometria de massas e a cromatografia liquida de alta preciséo
(LOVAGLIO, 2011b).
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Figura 1: Estruturas basicas dos ramnolipidios: RL1 (2 moléculas de ramnose
e 2 moléculas de acidos graxos), RL2 (1 molécula de ramnose e 2 moléculas
de acido graxo), RL3 (2 moléculas de ramnose e 1 molécula de &cido graxo) e
RL4 (1 molécula de ramnose e 1 molécula de &cido graxo).
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Fonte: Yoshimura, 2019.

A principal diferenca entre os congéneres produzidos pelas diferentes
espécies do género Pseudomonas e de outras familias é a composicédo e o
grau de insaturacdo dos acidos graxos (DEZIEL et al., 2000; SOBERON-
CHAVEZ, 2005).

1.3 Fatores que influenciam na producéao e biossintese.

Em muitos casos, a sintese das estruturas anfipaticas deriva diretamente
do metabolismo primario. As rotas para a sintese desses precursores Sao
diversas e utilizam grupos especificos de enzimas, que podem participar da
sintese, assim como atuar como reguladores (DESAI; BANAT,1997). Segundo
Syldatk e Wagner (1987), ha quatro possibilidades para a biossintese de
biossurfactantes:

1. Porc¢des hidrofilicas e hidrofébicas sédo sintetizadas por duas rotas
diferentes;

7

2. A porcao hidrofilica é sintetizada, enquanto a sintese da metade



hidrofébica é induzida pelo substrato;

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

4. A sintese de ambas, porc¢des hidrofilicas e hidrofébicas, é dependente
do substrato.

A biossintese de ramnolipidios por Pseudomonas ainda ndo esta
completamente elucidada, alguns autores relatam que, diferentes partes da
molécula ndo sdo sintetizadas pelas mesmas vias (SYLDATK et al., 1985)
porém outros autores relatam uma producdo da porcao hidrofilica pela via
glicolitica e a porcao hidrofobica pode ser produzida via FASII ou (3-oxidagao
(OLVERA et al., 1999; ROBERTSON et al., 1994).

A producdo desses biotensoativos por P. aeruginosa é regulada por
sistemas quorum sensing, sendo que os dois principais sistemas sado las e o
rhl (GAMBELLO et al, 1993; PEARSON et al, 1994). O gene rhIR é responsavel
por codificar uma proteina denominada RhIR, que € um ativador transcricional,
gue regula a producdo de ramnolipidios (OCHSNER et al., 1994). Duan e
Surette (2007) indicaram que, mesmo na auséncia do sistema las, dependendo
das condicdes de cultivo, o sistema rhl pode regular genes controlados pelo
sistema las.

Zhu e Rock (2008) propuseram que a estereoquimica dos acidos 3-
hidroxi dos ramnolipidios correspondem a intermediarios da biossintese dos
acidos graxos e nao dos intermediarios da p-oxidacéo, indicando que a por¢ao
lipidica seria sintetizada a partir de duas unidades de carbono (FAS-II);
sugeriram ainda que o substrato preferencial da enzima RhIA, responsavel pela
formacdo dos &cidos 3-hidroxialcanéicos (AHA), € o acido 3-hidroxidecanoil-
ACP. Os intermediarios ACP do FAS-Il compartilham uma configuracdo R do
carbono quiral contendo um grupo 3-hidroxil, como 3-hidroacil-ACP, enquanto
os intermediarios correspondentes da -oxidacdo, como os 3-hidroacial-CoA,
estdo na forma S.

Zhang e Ju (2012) verificaram que tanto a sintese de novo quanto a -
oxidacdo € responsavel pela sintese dos precursores lipidicos dos
ramnolipidios. Nesse trabalho, os autores realizaram dois tipos de

experimentos: no primeiro, eles utilizaram glicose como fonte de carbono e em
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outro uma mistura de glicose e acidos graxos. Monitorando a atividade génica,
eles observaram que com a fonte de carbono hidrofébica houve um aumento
de até 4 vezes na atividade do gene fadA (cuja proteina participa da ultima
etapa da B-oxidacdo) e de 200 a 600 vezes na expressédo dos genes rhlAB
relacionados a biossintese de ramnolipidios. Através da andlise de
espectrometria de massa, determinou-se o padréo de incorporacao de deutério,
oriundo do &cido octadecanoico d35, observando-se que o congénere RhaC10
continha de 1 a 15 atomos de deutério em sua molécula, comprovando que
tanto a sintese de novo como a B-oxidacdo fornecem precurssores para a
sintese de ramnolipidios.

Ainda, Zhang e Ju (2012) sugeriram que os intermediarios da [3-
oxidacdo, que apresentam 8 carbonos, sofrem um alongamento pelo FAS-II
para o intermediario de 10 carbonos, que entdo é entregue para a biossintese
do biossurfactante, E no estudo de Hori et al. (2011) a P. aeruginosa foi
alimentada com acidos graxos impares e observou-se cadeias impares de
ramnolipidios.

Abdel-Mawgoud et al., (2014) relataram que a [B-oxidacdo € a fonte
predominante do acido 3-hidroxialcandico (3-AHA), principal precursor da parte
lipidica dos ramnolipidios, e que a producdo de ramnolipidios diminui quando
h& inibicdo dessa via, mesmo em fontes hidrofilicas.

Os lipidios seriam entregues a via FAS-lIl para a producdo de
metabolitos primarios, como estruturas celulares, enquanto a B-oxidacéo
forneceria os precursores lipidicos destinados a metabdlitos secundarios, como
os ramnolipidios. As fontes de carbono hidrofébicas produziriam mais
ramnolipidios do que as hidrofilicas, devido os acidos graxos desses meios
serem incorporados diretamente na [(-oxidacdo, enquanto que dos meios
hidrofilicos exigiriam uma sintese metabdlica de novo para serem incorporados
(ABDEL-MAWGOUD et al., 2011), o que corrobora com o estudo de Burger et
al. (1963) que concluiu que os acidos graxos sdo precursores diretos dos
acidos alcandicos.

Os intermediarios da B-oxidacdo, como trans-2-enoil-CoA, 3-hidroxiacil-
CoA, e 3-cetoacil-CoA, podem ser convertidas através de enoil-CoA hidratase,

epimerase, e 3-cetoacil-CoA redutase, em acidos graxos 3-hidroxi. Buscando
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0S genes que codificam essas enzimas no genoma da Pseudomonas
aeruginosa PA14 (WINSOR et al, 2011), foram encontrados 14 loci para enoil-
CoA hidratase, enquanto que para epimerase e 3-cetoacil-CoA redutase nao
foram encontrados nenhum. De 12 loci testados, trés enzimas foram
associadas a notaveis redugdes na producao de ramnolipidios, em 35%, 56% e
54%, respectivamente, e foram nomeados de RhIK, RhlY e RhlZ (ABDEL-
MAWGOUD et al., 2014).

Os genes rhlY e rhiZ estéo localizados no mesmo operon (WINSOR et
al., 2011). A delecdo desses genes causou uma diminuicdo drastica nos
precursores de ramnolipidios (70%), principalmente de 3-OH-C10, seguido dos
precursores de 8 e 12 carbonos (ABDEL-MAWGOUD et al., 2014), esse fato se
deve as cadeias de C10 serem mais abundantes que as demais (DEZIEL et
al., 2000). Observou-se também que a acao dos genes rhlYZ catalisam a trans-
2-enoil-CoA para formacéo de acido 3-hidrodecanoil-CoA.

Silva (2018) estudou o efeito da delecdo dos genes rhlyZ na P.
aeruginosa MPAO1, usando 0leo de girassol e glicerol como fonte de carbono.
Usando fonte hidrofobica, a producdo de ramnolipidios com a cepa ArhlYZ foi
38,35 % inferior a producdo quando do uso da cepa selvagem MPAO1,
enquanto que no experimento com a fonte hidrofilica ndo houve diferenca
expressiva entre as cepas, contrariando o observado por Abdel-Mawgoud et
al., (2014), porém houve um atraso na producdo do biossurfactante, e o
consumo da fonte foi mais acentuado também.

O acido 3-hidroalcanoato € um precursor tanto dos ramnolipidios quanto
do poli-hidroxialcanoatos (PHA) (MADISON; HUISMAN, 1999; WANG et al.,
2012). Abdel-Mawgoud et al. (2014) deletaram a maioria dos genes do PHA e
observaram aumento de 13% na producdo de ramnolipidios, indicando que a
producdo de PHA causa um desvio na producdo do biotensoativo. Eles
observaram também um aumento notavel nos congéneres RL2 (Rha-C10-C10)
e uma diminui¢do dos RL1 (Rha-Rha-C10-C10), demonstrando que o acumulo
de precursores lipidicos junto com um conjunto limitado de ramnose favorecia
0S congéneres contendo uma ramnose do que aqueles com duas. A delecéo
do gene rhlYZ também causou um diminuicdo de 25% na producdo de PHA,

confirmando que a rota do PHA também faz uso do acido 3-hidrodecanoil-CoA.
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A enzima RhIA dimeriza os acidos graxos 3-hidroxi formando &cidos 3-
hidroxialcanoicos (AHA), precursor dos ramnolipidios, sendo o mais abundante
0 C10 — C10. A homologia de RhIA com transacilases, como a PhaG envolvida
na sintese de poli-hidroxialcanoatos (PHA), levou a proposi¢cao de que RhIA é
uma transacilase que catalisa a transferéncia do acido 3-hidrodecanoil
associado a proteina carreadora de acila (ACP) para a coenzima A (CoA).
(DEZIEL et al., 2003; ZHU; ROCK, 2008). Enquanto as enzimas RhIB e RhIC
sdo responsaveis por acrescentar a molécula de ramnose, sendo a enzima
RhIB formadora do congénere RL2 (Rha-C10-C10), e a enzima RhIC do
congénere RL1 (Rha-Rha-C10-C10) a partir do congénere mono (OCHSNER et
al.,, 1994; RAHIM et al.,, 2001). O esquema representando 0s genes da
biossintese de ramnolipidios e das rotas metabolicas envolvidas, podem ser

observadas na figura 2.

Figura 2: Modelo proposto para suprimento metabdlito de precursores lipidicos de
ramnolipidios. Na p-oxidacéo ocorre um encurtamento da cadeia de acido graxo até a
formacdo do intermediario trans-2-enoil-CoA. Enquanto que, no caso do glicerol, a
sintese de novo via FAS-Il forma acidos graxos que sdo desviados para a -oxidacao.

Acido graxo Acetil-CoA Glicerol

v v
Acil-CoA Acil-ACP
/F'adA FadA ﬁ:buv FablA

3-cetoacil- .. Trans-2- Trans-2- 3-cetoacil-
Coa P-0xidagdo gy coa RhlYZ enoil-AcP  FAS-II ~ acp
S—CoA
FadB ,  FadB %bA/z 3 Fatfy
hidroxiacil HO®z © hidroxiacil
-CoA , -ACP

/4
I
o _ CHs, RhIA 1
PHA Acido 3-hidrodecanoil- ‘\

CoA

OH OH OH
wa RhIC o RhIB e
— W 0 o-q—\_\ HO o_<__‘<\—\1
Hd‘ﬁ uHy HT?CHO 2 CH, CH,
H.C7~0 CHs oH CH. CHa
ST, DiRL Mono-RL AHA
Rha-Rha-C,,-C,, Rha-C,,-C,, C10-C1o

Fonte: modificado de Abdel-Mawgoud et al. (2014).
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Lovaglio et al. (2015) afirma que, quando o carbono hidrofilico (cadeia
curta) € empregado como fonte, € mais energeticamente favoravel fazer a
porcao hidrofébica pela sintese de novo, pois seria oxidado em acetil-CoA, que
passaria para malonil-CoA, e em seguida para malonil-ACP, comeg¢ando o ciclo
FAS Il. Entretanto, se a fonte de carbono proporcionar acidos graxos de cadeia
longa, € mais favoravel que a porcédo lipidica seja sintetizada na rota da (-
oxidagao, nao exigindo a oxidacdo completa do acetil-CoA para ir para o ciclo
FAS Il, desviando-a para formacgéao de glicolipideo.

A ramnose pode ser obtida pela conversdo da glicose, através da
enzima fosfoglicomutase AlgC, convertendo D-glicose-6-fosfato em D-glicose-
1- fosfato, que € utilizado por outras enzimas produzindo, ao final do processo
bioquimico, dTDP-Lramnose. A ramnose também pode ser obtida através da
oxidacao de lipidios através do ciclo do glioxilato, onde acetil-CoA, formada na
B-oxidacéo, € convertida a succinato, que é transformado em malato no ciclo
do &cido citrico. O malato é oxidado a oxaloacetato que pela gliconeogénese é
convertido em hexoses, e posteriormente a ramnose (OLVERA et al., 1999;
ROBERTSON et al., 1994).

1.3.1 Producéo de biossurfactante

A producéo de biossurfactante é influenciada por diversos fatores, tais
como: pH, limitacBes nutricionais, aeracdo, agitacdo, formacdo de espuma,
temperatura e fonte de carbono; que afetam o tipo e a quantidade de
biotensoativo produzido (FIECHTER, 1992; CHANG et al., 2005).

A temperatura 6tima, no caso da Pseudomonas aeruginosa 44T1, é de
37°C (Robert et al., 1989); e a melhor faixa de pH é entre 6,0 e 6,5, enquanto
que no pH 7,0 a producgdo cai bruscamente (GUERRA-SANTOS; KAPPELI;
FIECHTER, 1984). Outro parametro importante € o oxigénio disponivel no meio
de cultura, como foi demonstrado por Sheppard e Cooper (1990) em seu
estudo acerca da producao de surfactina por B. subtilis.

Os compostos nitrogenados sdo um dos componentes nutricionais que
mais afetam a producdo de ramnolipidios, podendo induzir ou inibir. O uso de

céations bivalentes demonstrou ser inibitério na producdo (GUERRA-SANTOS;
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KAPPELI; FIECHTER, 1986; RAMANA; KARANTH, 1989), e o uso de amonio
(NH*4), glutamina, asparagina e arginina, diminuiram a produc&o, porém outras
fontes de nitrogénio como nitrato (NO™), glutamato e aspartato ajudaram na
producdo (MULLIGAN; GIBBS, 1989; RAMANA; KARANTH, 1989; KOHLER et
al., 2000). O nitrato é relatado como a melhor fonte de nitrogénio para a
producdo de ramnolipidios, pois estimula a expressdo do gene rhlAB, um dos
principais responsaveis pela sintese desse bioproduto (VENKATA; RAMANA,
KARANTH, 1989; MANRESA et al., 1991; ARINO et al., 1996).

A proporcdo C/N também demonstrou ser um fator crucial na producao
de ramnolipidios, como relata o estudo de Benincasa e Accorsini (2008), que
avaliaram a producdo por Pseudomonas aeruginosa LBl em diferentes
proporcdes, alcancando a melhor producdo quando a proporcdo foi de 8/1,
enquanto Lovaglio (2010) alcangcou o melhor rendimento em 23/1.

A producéo de biossurfactante em biorreator enfrenta um problema que
€ a formacdo de espuma com presenca de biotensoativo de interesse, junto
com células e nutrientes, impossibilitando o descarte do excesso de espuma.
Nesse caso ocorre a interrupcdo da fermentacdo antes do periodo
estabelecido, acarretando em um menor rendimento (SILVA, 2011).

Uma das maiores dificuldades na producdo de biossurfactante por
Pseudomonas aeruginosa consiste no fato dela ser um patégeno oportunista,
apresentando grande resisténcia a antimicrobianos (TREEPONG; KOS,
GUYEUX, 2017), o que aumenta os custos do bioprocesso, pois exige uma
infraestrutura mais segura. Zulianello et al. (2006) relatam que o ramnolipidio
pode ser considerado um fator de viruléncia, devido ele ajudar as bactérias P.
aeruginosa a romper células epiteliais humanas durante o inicio da infec¢do de

paciente com fibrose cistica.

1.3.2 Substratos alternativos

A natureza da fonte de carbono é um dos fatores mais relevantes na
distribuicdo de congéneres quando se trata da composicdo do meio. Na cepa
Pseudomonas aeruginosa LBI foi observado a predominancia do congénere
RL2 (RhaC10C10) nas fontes hidrofébicas, enquanto que nas fontes
hidrofilicas predominou o congénere RL1 (Rha2C10C10) (NITSCHKE et al.,
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2005). Na cepa UG2, os substratos hidrofébicos geraram quantidades maiores
de ramnolipidios do que os substratos hidrofilicos (MATA-SANDOVAL; KARNS;
TPRRENTS, 2001).

A utilizacdo de fontes de carbono alternativas contribui para reducdo da
poluicdo ambiental, e agrega valor aos mesmos, uma vez que cerca de 10 —
30% do custo de producdo de um produto biotecnoldgico é referente & matéria-
prima utilizada (MUKHERJEE et al., 2006). O uso de fontes alternativas
também possibilita 0 descobrimento de novos tipos de congéneres, como foi 0
caso de Benincasa et al., (2004) que caracterizaram, e testaram a eficiéncia
antimicrobiana, de um novo congénere de ramnolipidio proporcionado pelo
cultivo em borra de 6leo de girassol.

Nitschke et al., (2005) avaliaram a producdo de ramnolipidios por meio
de 5 fontes diferentes: glicose, glicerol, 6leo de soja, borra de 6leo de soja e
gordura de galinha. O melhor resultado foi obtido com borra de 6leo de soja,
atingindo uma producéo de 11,72 g L™. A biomassa produzida em todas as
fontes foi parecida: a menor apresentando 1,39 mg/mL (gordura de galinha) e a
maior 1,75 mg/mL (6leo de soja). Um dado interessante € que o glicerol, uma
fonte hidrofilica, apresentou maior producdo do biotensoativo do que duas
fontes hidrofébicas, com uma concentracdo de 8,05 g L-1, enquanto que, a
gordura de galinha e o 6leo de soja, produziram 6,8 gL-le 7,63 gL-
lrespectivamente.

O 6leo de fritura € um residuo alternativo promissor, devido ao seu baixo
custo e alta disponibilidade. O dleo de fritura tem como base o uso de outros
tipos de dleos, podendo ser de origem vegetal ou animal. Ele € composto por
triacilglicerois, agua, acidos graxos livres, compostos polares e compostos néo
volateis (VIEITEZ et al., 2014), e a reutilizacdo do mesmo 6leo pode agravar
trés aspectos: umidade, oxigenacado e aceleracdo do processo de oxidacao e
hidrélise (RUIZ-MENDEZ et al., 2008). Kock et al. (1996) afirma que depois que
0 Oleo é usado, pode aumentar em até 30% a quantidade de compostos
polares, dependendo da maneira como é usado, do numero de ciclos e do
alimento utilizado.

Ceccato (2013) avaliou a producdo de ramnolipidios a partir da

Pseudomonas aeruginosa LBI 2A1 em diferentes concentracdes de oOleo de
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fritura, respectivamente: 50, 125 e 250 g L-1. Observou-se que em todos os
experimentos, houve a predominéncia de RL2 em relagdo ao RL1, como
esperado para as fontes hidrofébicas. A melhor producdo foi observada na
concentragdo de 250g L-1, com uma concentragdo de 0,441gL-1de
ramnolipidio total, porém, ocorria pouca variagdo quanto a producdo em 125 g
L-1, que foi de 0,415 gL-lindicando que a concentracdo de 125 gL-lpossuli
melhor vantagem em relacdo as demais concentragcfes. Ja Haba et al. (2000)
utilizando a mesma fonte obteve 2,7 gL-1de ramnolipidio total a partir da P.
aeruginosa 47T2 NCIB 40044, em uma razao C/N de 8.

A industria de Oleos e gorduras produzem grandes quantidades de
residuos, provenientes da extracéo do 6leo de alguns vegetais, como algodao,
milho, soja e outros. Esses residuos, geralmente, contém altos niveis de
carboidratos e lipidios (MERCADE; MANRESA, 1994).

No experimento de Benincasa et al. (2002) foi avaliado a producdo de
ramnolipidios a partir de 6leo de azeite, 0leo de soja, Oleo e borra de Oleo de
girassol. O residuo produziu 12 gL-1de ramnolipidios, superior a producdo de
azeite (5.4 g L-1), dleo de soja (4.8 g L-1) e até de Oleo de girassol (4.9 g L-1).
Os autores também estudaram a composicao de acidos graxos contidos nessa
fonte de carbono, e observaram a rapida diminuicdo do acido linoleico no
experimento, indo de 50% para 4% apoOs as primeiras 48 horas, e do acido
oleico, indo de 25% para 0,12% ao final do experimento. No 6leo de girassol, a
concentracéao inicial de acido linoleico era de 65-70%, enquanto que do acido
oleico era de 20-25%. Vale observar que ndo houve consumo do acido
estearico.

A borra de milho € um residuo derivado da etapa de neutralizacdo dos
acidos graxos livres com hidréxido de sédio do oleo bruto (FRE, 2009),
formando uma emulsédo oleosa alcalina, constituida por agua, acidos graxos
saponificados, triclicerideos, fosfatideos e outros compostos em menor
concentracdo (PARK et al., 2008). Swern (1982) afirma que a borra bruta,
normalmente, apresenta de 35 a 50% de &cidos graxos totais.

No estudo de Portin et al. (2016) foi reaizado a caracterizacao fisico-
guimica da borra de milho. Os resultados obtidos foram: 42,36% de umidade, o

gue engloba teor de agua e matéria organica volatil; pH 7,13; 4,14% de
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substancias inorganicas; 24 % de 6leo neutro e 57% de acidos graxos totais.
Os valores de &cidos graxos totais divergem de outros estudos da mesma
linha, como do Wang et al. (2007) e Haas (2005), onde o valor foi de 35% e
46% para acidos graxos totais. Tal diferenca é justificada pelo autor dizendo
gue houve diferenca no método de separacéo borra/éleo, enquanto o estudo de
Wang et al. (2007) e Haas (2005) a separacao foi feita por centrifugacéo, no
estudo de Portin et al. (2016) a separacao foi por decantacgéo.

Raza et al. (2006) utilizou trés tipos de residuos provenientes da
producdo de 6leo vegetal: canola, soja e milho, para producéo de ramnolipidios
através da cepa mutante Pseudomonas aeruginosa EBN-8. Além da producdo,
foi avaliado meios de otimizagdo do processo usando diferentes fontes de
nitrogénio, como nitrato de sodio, sulfato de aménio e nitrato de amonio, e sua
razdo C/N. O melhor resultado foi obtido no residuo de 6leo de canola, com
uma producao de 8,5 g L-1, usando nitrato de sédio em uma proporcéo C/N de
20. O aumento de nitrogénio proporcionou maior crescimento bacteriano, com
pouca producdo de biossurfactante, indicando a fase exponencial segundo os
autores, e quando o suprimento de nitrogénio diminuiu, ele entrou na fase
estacionaria, aumentando a producéo de ramnolipidios.

Lovaglio (2011a) também estudou a producdo de ramnolipidios em
diferentes residuos, como borra de 6leo de soja, milho e algod&o, a partir de 10
mutantes randémicos obtidos a partir da P. aeruginosa LBI, tais linhagens
apresentaram resultados superiores ao obtido pela selvagem. Para a borra de
algodao, a mutante P. aeruginosa LBl 1C10 foi a que obteve mais destaque,
com uma producdo de 1,32 g L-1, superior em 46% a producdo da P.
aeruginosa LBI selvagem, que produziu 0,91 g L-1. Para a borra de soja, a
cepa selvagem produziu 60% menos do que quando foi cultivada na borra de
algodao, e a mutante 3C10 foi a que obteve mais destaque, com uma producéo
de 0,57 g L-1. Ja para a borra de milho, a bactéria ndo modificada produziu
0,78 g L-1, maior em relacdo a mutante 2H5, que apresentou 0,57 g L-1, e
semelhante as mutantes 2B4 e 4E1l1, com 0,873 gL-le 0,876 gL-
lrespectivamente; porém a mutante 1B10 produziu 39% a mais que a
selvagem, com uma concentracao de 1,09 g L-1.

Héa alguns 6leos nativos como: buriti, maracuja, andiroba, castanha-do-
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Brasil, e babacu, que apresentaram bons rendimentos na producdo de
ramnolipidios por P. aeruginosa LBI, e que poderdo conferir novos congéneres
e consequentemente novas aplicagbes para estes, assim como aumentar o
valor agregado desse tipo de insumo (COSTA et al., 2006).

Outra fonte de carbono de grande interesse é o glicerol, pois ele é um
dos principais subprodutos na producdo de biodiesel. A cada tonelada de
biodiesel sdo gerados 100kg de glicerol (MU et al.,, 2006), o que € um
problema, pois 0 seu descarte € dispendioso e seu valor de mercado € baixo,
ocasionando grande preocupacdo referente ao descarte desse residuo, e ao
fato do biodiesel ser o principal substituinte dos combustiveis fosseis. A
utilizacdo do glicerol como fonte de carbono na producédo de biossurfactante é
uma solucdo para esse problema, pois reduz seu acumulo e favorece a
producédo de biossurfactantes (SILVA et al., 2009).

Os residuos acucareiros também estdo sendo estudados como fontes
alternativas devido ao baixo custo. O melaco € o principal residuo da industria
sucroalcooleira, produzindo cerca de 60 kg de melaco por tonelada de cana-de-
acucar moida (ALCARDE, 2009). Devido seu alto teor de acucar, o melaco é
empregado como matéria prima para fermentacdo alcéolica, producdo de
proteinas e racao animal (MEZAROBA et al., 2010; MURUAGA et al., 2016). O
melaco de cana-de-aclUcar apresenta em sua composicdo: polissacarideos,
como sacarose, glicose, frutose, amido, dextrana; vitaminas e proteinas
(KULPREECHA et al., 2009; ARAUJO, 2017; RAZA et al., 2017).

Tan e Li (2018) em revisdo sobre o assunto destacam algumas
producbes de ramnolipidios a partir de carboidratos, sendo os principais: o
acucar oriundo do pré-tratamento e hidrélise de palha de trigo, o qual permitiu
uma producédo de 9,38 gL-1de ramnolipidios pela P. aeruginosa NC11M 2036;
polpa de cevada, residuo de lignocelulose que produziu 9,3 gL-lpela P.
aeruginosa ATCC 9027 e, usando a mesma cepa, mas agora utilizando polpa
de aveld como fonte de carbono foi obtido 11,1 gL-1de ramnolipidio.

Existem outras fontes alternativas sendo pesquisadas para producéo do
biotensoativo, como soro de leite (DUBEY; JUWARKER, 2001), outros 06leos
vegetais (VIPULANANDAN; REN, 2002; HABA et al., 2003), e acidos graxos
livres (Abalos et al., 2002).
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1.4 Aplicacdes dos biossurfactantes

Os biossurfactantes possuem diversas aplicagdes, atraindo a atencéo de
diversos setores da industria, como da agroindustria, medicina, petroquimica,
alimenticia e cosmética, porque além de suas propriedades funcionais, 0s
biossurfactantes também s8o menos nocivos ao meio ambiente, e mantém
suas propriedades em uma ampla faixa de pH e salinidade, permitindo sua
utilizacdo na industria sustentavel (KITAMOTO et al., 2002; SANDRIN et al.,
2000; RAHMAN et al., 2003; LOVAGLIO et al.,, 2010; MARCHANT; BANAT,
2012).

Uma das maiores areas de aplicacéo dos biossurfactantes é na industria
petroquimica, onde séo incorporados em formulacfes de Oleos lubrificantes e
na producdo de petréleo, assim como na biorremediacdo, dispersdo no
derramamento de Oleo, recuperacdo melhorada de petréleo, e na remocao e
mobilizag&o de residuos de 6leos em tanques (DESAI; BANAT, 1997).

Referente a aplicacdo do biossurfactante na area da biorremediacéo, foi
comprovado seu uso na limpeza de ambientes aquaticos e terrestres
contaminados por petréleo, petroderivados e metais pesados (BANAT et al.,
1995). O estudo de Costa et al. (2010) demonstrou o potencial dos
ramnolipidios na remocao de petréleo bruto em areias contaminadas.

Pirbllo et al. (2008) avaliou a estabilidade e emulsificacdo dos
ramnolipidios produzidos pela P. aeruginosa LBl em diversas simulacdes de
contaminacao por hidrocarbonetos, como benzeno, tolueno, querosene, Oleo
diesel e petroleo bruto. Ndo ouve producdo de biotensoativo em meio de
tolueno e benzeno. A melhor producdo foi em o6leo diesel, com uma
concentracdo de 9,9 gL-1de ramnolipidios. Todos os meio apresentaram altas
concentracfes de emulsificacdo e de superficie de tensdo, indicando que os
ramnolipidios podem ser usados na biorremediacdo de locais contaminados
com hidrocarbonetos.

Venkatesh e Vedaraman (2012) demonstraram que uma solucdo
contendo 2% de ramnolipidios é capaz de remover 74% do cobre contido em
solo contaminado. Enquanto o estudo de Wang e Mulligan (2009) relataram
sua eficiéncia na remocéao de arsénio de rejeitos da mineracao.

Zhang et al. (2017) adicionou 2mg g-1de ramnolipidios as lamas oleosas
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desidratadas para acelerar a degradacdo anaerobica da biomassa, e observou
a remocao de contaminantes organicos e a aceleracdo da hidrélise e da
fermentacdo das lamas de 6leo, resultando em um aumento na matéria
orgéanica soluvel, gerando enriqguecimento dos micro-organismos participantes
do ciclo do sulfato/sulfeto, sendo bastante promissor para um sistema bio-
eletroquimico.

Os ramnolipidios foram capazes de reduzir a adsorcdo de células P.
aeruginosa ATCC 9027 em superficies hidrofilicas e hidrofébicas, a partir da
baixa concentragcdo de mono-ramnolipidio, indicando que o biotensoativo
afetou a hidrofobicidade da superficie celular, mesmo em concentracao inferior
a 100 mgL-1de ramnolipidio (ZHONG et al., 2015).

Na medicina, os ramnolipidios podem desempenhar diversas funcoes,
como agente antimicrobiano, sendo efetivo em bactérias Gram-positivas,
Gram-negativas, e em fungos filamentosos, porém ele ndo apresenta papel
significante contra leveduras (VATSA et al., 2010).

Os biossurfactantes possuem a propriedade de remover e impedir a
formacdo de biofilmes patogénicos, como em materiais hospitalares,
diminuindo o risco de infec¢cbes internas (SINGH; CAMEOTRA, 2004;
SANTOS; DRUMMOND, DIAS-SOUZA, 2017), e em materiais na industria de
alimentos. Quando aplicado surfactina e ramnolipidio na superficie de
materiais, ocorre a alteracdo de suas propriedades externas, dificultando a
formacdo de biofilmes gerados por Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes e Salmonella enteritidis (GOMES; NITSCHKE, 2012).

Ainda na area da saude, os ramnolipidios vém sendo aplicados como
cicatrizantes de Ulcera e queimaduras (PILJAC et al., 2008; STIPCEVIC et al.,
2006). E podem também provocar uma resposta positiva no sistema
imunoldgico inato de células humanas e de animais, funcionando como
ativador, tal caracteristica somada as propriedades antimicrobiana desse
biotensoativo, pode levar a uma aplicacdo terapéutica em pacientes
imunodeprimidos, a fim de combater infeccbes (VATSA et al., 2010). Além
disso, alguns biossurfactantes como a surfactina, produzida por Bacillus subtilis
e Bacillus licheniformes, e os ramnolipidios produzidos por Pseudomonas

aeruginosa podem ser utilizados como antibioticos (MAKKAR; CAMEOTRA,,
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2002).

Outra aplicacdo dos biotensoativos € como inseticida biolégico, ndo se
restringindo apenas na éarea rural. O estudo de Kim et al. (2011) utilizou os
congéneres de di-ramnolipidios C32H58013 e C34H62013 contra os pulgdes
da espécie Myzus persicae, demonstrando a eliminacao de 100% da populacao
guando a concentracao foi de 100 ug/mL.

Em 2015 foi estudado a acdo dos ramnolipidios frente a mosquitos
vetores de dengue, chikungunya, febre amarela e maléria, realizado
Prabakaran et al. (2015) que descreveram a atividade de di-ramnolipidios em
pupas dos mosquitos Culex quinquefasciatus, Anopheles stephensi e Aedes
aegypti, apresentando concentracao letal média (LC50) de 0,003mg/100mL de
di-ramnolipidios. Estudo realizado por Silva et al. (2015) avaliou o potencial
inseticida, larvicida e a atividade de repeléncia desses biossurfactantes contra
mosquitos Aedes aegypti, sendo que as concentracdes de 800, 900 e 1000
mgL-1de ramnolipidios eliminaram todas as larvas do mosquito em 18 horas, e
houve a eliminacéo total dos adultos em 1000mg L-1.

Os ramnolipidios apresentam enorme diversidade de aplicacdes na area
da agroindustria, devido diversas propriedades, como sua atividade
antimicrobiana e baixa toxicidade, possuindo potencial para o controle biolégico
de fito-patdgenos que produzem zodsporos (ABALOS et al., 2001).

As classes de biossurfactantes, sorolipidios e ramnolipidios, foram
usados para combater os fungos causadores da perda de rigidez e de manchas
cinzas em tomates e macas (KIM et al., 2000). Os ramnolipidios ja
demonstraram serem eficaz na protecdo de videiras contra ataques de Botrytis
cinérea (VARNIER et al., 2009), e também no controle da incidéncia de fungos
da espécie Colletotrichum falcatum, principal fungo causador da doenca “red
hot” na cana de agucar, que causa grande perda no cultivo em diversos paises
(GOSWAMI et al., 2015). Os ramnolipidios também sé&o eficientes no controle
de muitos outros tipos de fungos patogénicos de plantas, como Botrytis sp,
Rhizoctonia sp, Pythium sp, Phytophtora sp, e Plasmopara sp (VATSA et al.,
2010); reforcando ainda mais sua caracteristica antifangica.

Os ramnolipidios podem ser usados como fungicida tanto na forma pura

como misturado ao caldo fermentado livre de células, levando o barateamento
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do produto nédo purificado, tornando-o mais competitivo em relacdo aos
antifingico comerciais (SHA et al., 2012).

Na area alimenticia, quando empregados, eles podem atuar como
controladores de consisténcia, solubilizadores de sabor, e na conservacao de
produtos da panificagdo (NITSCHKE et al.,, 2011), ou ainda no combate a
adesdo de alguns micro-organismos, como Listeira monocytogenes (Gram-
positivo) e Pseudomonas fluorescens (Gram-negativo), em superficies de
poliestireno e aco inoxidavel, sendo que no poliestireno houve reducdo da
adesdo em 79%, e no aco inoxidavel de 83% (ARAUJO et al., 2016).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

- Avaliar a producdo de ramnolipidios utilizando as cepas Pseudomonas
aeruginosa MPAOL1 e Pseudomonas aeruginosa MPAO1 ArhlYZ (SILVA, 2018)
frente a diferentes fontes de carbono proporcionados pela agroindustria.

2.2 Objetivo especifico

- Avaliar quais as melhores fontes de carbono oriundas da agroinddstria, como
Oleo de fritura, borra de éleo de algodéao, borra de éleo de milho, glicerol bruto,
glicerol bidestilado e melaco; para producao de ramnolipidios por meio da cepa
P. aeruginosa MPAO1 e da mutante P. aeruginosa ArhlYZ.

- Inferir acerca da fungcé@o do operon rhlYZ e sua influéncia na producdo dos

biotensoativos nas diferentes fontes de carbono avaliadas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Micro-organismo

Os micro-organismos utilizados no presente estudo foram P. aeruginosa
MPAOl1 e a mutante, P. aeruginosa ArhlYZ (SILVA, 2018) que estéo
acondicionados a -20 °C e sdo provenientes do Laboratério de Microbiologia
Industrial do Departamento de Bioquimica e Microbiologia do Instituto de
Biociéncias da Unesp, Campus Rio Claro.

3.2 Meio de cultura
3.2.1 Meio Mineral livre de calcio com tampao fosfato

O meio de cultura utilizado para preparo do indculo possuia a seguinte
constituicdo em (g L-1): MgSO, 7H20 - 0,05; KCI — 0,1; NaNOs - 1,5; fonte de
carbono — 125; tampéo fosfato 0,1M pH 6,5 e 1 mL/L da solucdo de elementos
tracos. Esta solucdo € composta por (g L-1): citrato de sddio dihidratado — 2,0;
FeCl; 6H,0 - 0,28; ZnSO,4 7H,0 — 1,4; CoCl, 6H,0 — 1,2; CuSO,4 5H,0 - 1,2;

MnSO,4 H,O - 0,8. Como fonte de carbono foi usado 6leo de girassol.

4.2.2 Meio Mineral livre de calcio

Para a producao de ramnolipidios foi utilizado o seguinte meio (g L-1):
K:HPO,4 - 0,3; MgS0O,4 7H,0 - 0,5; KCI — 1,0; NaNO3 — 15; e a fonte de carbono
—100.

As fontes de carbono utilizadas na composicdo do meio foram: borra de
oleo de milho, borra de 6leo de algodao, oleo de fritura, glicerol bruto, glicerol
bidestilado e melaco. O 6leo de fritura foi obtido no restaurante universitario da
Unesp de Rio Claro; a borra de algodéo pela empresa 6leos Menu Industria e
Comeércio Ltda (Guararapes/SP); a borra de milho pela Cargill S.A (Brasil); o
glicerol bruto e bidestilado pela Biocapital Participacdes S.A (Charqueada/SP)

e 0 melaco pela Usina S&o Domingos S.A (Catanduva/SP).

3.3 Condic¢des de cultivo
3.3.1 Preparo do Inéculo
O micro-organismo foi pré-cultivado em frascos Erlenmeyer (125 mL)

contendo 20 mL de caldo lisogénico e 100 yL da cultura estoque do micro-
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organismo, a incubagéo foi feita em mesa agitadora, durante 24 horas a 30°C e
200 rpm. Em seguida 1,25 mL desse pré-cultivo foi transferido para frascos de
500 mL com 100 mL de Meio Mineral livre de célcio com tampao fosfato e o
frasco incubado por 24 horas a 30°C e 200 rpm. Esta cultura foi utilizada
posteriormente para inoculacéo da fase aquosa do meio de cultura resultando
em uma densidade ética (D.O 580 nm) de modo que, o meio de cultura
inoculado fique a 0,1.

3.3.2 Bioprocessos em mesa agitadora

Os bioprocessos realizados a fim de verificar a producdo de
ramnolipidios foram executados em mesa agitadora tipo shaker, a 37 °C sob
agitacdo de 200 rpm, por um periodo de 144 horas, com injecao de elementos
tracos nos periodos de 0, 20, 40 ,70 e 120 (item 3.2.1) horas de cultivo.
Amostras de 5mL foram retiradas a cada 24h para avaliagdo do perfil de
producéo de ramnolipidios, os meios de cultura utilizado foi 0 meio mineral livre

de célcio, tendo por fonte de carbono os residuos acima (item 3.2.2).

3.4 Métodos analiticos
3.4.1 Processamento das amostras

A cada amostra foi adicionado n-hexano no volume 1:1, seguido de
agitacdo das amostras por 1 minuto e posteriormente essas amostras foram
centrifugadas a 10000 rpm, 4°C por 10 minutos para que ocorra a separacao

de fases células / fase aquosa / n-hexano.

3.4.2 Avaliacéo da producdo de Ramnolipidios
3.4.2.1 Cromatografia em Camada Delgada

A cromatografia em camada delgada foi realizada com o objetivo de
verificar a producédo de ramnolipidios antes de prosseguir para as analises em
HPLC e foram realizadas de acordo com a metodologia utilizada por Lovaglio
(2011a). Para isso, foram utilizadas placas de silica-gel e como fase — mével a
seguinte mistura, em volume: cloroférmio / metanol / acido acético (65:15:2). O
agente revelador utilizado foi composto da mistura 2 mL de anisaldeido em 100

mL de &cido acético acrescido de 2 mL de acido sulfurico. As amostras
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consistindo de 10 pL de extratos de ramnolipidios obtidos a partir do caldo livre

de células, em diferentes tempos de fermentacgéo.

3.4.2.2 Determinacao da concentracdo de Ramnolipidios - HPLC
3.4.2.2.1 Derivatizacao

Para a andlise em HPLC as amostras e os padrbes contendo
ramnolipidios foram derivatizadas de acordo com o descrito por Schenk et al.
(1995) com pequenas modificagdes, a fim de serem detectadas via detector de
UVv.

As amostras, contendo ramnolipidios e acetato de etila, foram
primeiramente evaporadas; em seguida adicionou-se 360 pyL de acetonitrila e
40 pL da mistura 1:1 de brometo de 4-bromofenacil 40mM e Trietilamina 20mM,
ambos em acetonitrila. A derivatizacéo foi feita por 1,5 h a 60°C e 1400 rpm,

em um termomixer (Thermomixer comfort, Eppendorf AG).

3.4.2.2.2HPLC

As analises foram realizadas em equipamento HPLC (Shimatzu)
acoplado a um detector UV como descrito por (MULLER et al., 2010). Para a
calibracdo do HPLC foi utilizado solu¢cdo padrao de mono- e di-ramnolipidio
(Sigma Aldrich), derivatizadas, nas seguintes concentracées: 0,25; 0,50; 0,75 e
1,0 g L-1. Para as andlises foi utilizada uma coluna de fase reversa (Supelcosil
LC18, Supelco - 150 mm x 4.6 mm, 5 ym silica gel) a 30°C. As fases mdveis
foram: solucdo A com 5% de metanol e Solugdo B com 95%, ambas em agua
ultrapura. Para que ocorra separacdo dos congéneres presentes, foi
estabelecido um gradiente de 80 a 100% da solucdo B, de acordo com o
seguinte protocolo: de T=0 a T=17 min, aumento da solucdo B de 80 para
100%, conservando-se em 100% até 25 min. Em seguida ocorreu um
decréscimo para 80% até 30 min, mantendo-se por mais 5 min para que ocorra
equilibrio. O fluxo utilizado foi de 0,4 mL/min e os ramnolipidios serao
monitorados a 254 nm. Os tempos de retencéo foram 22,3 — 22,5 min pra Rha-
Rha-C10 e 23,2 — 23,4 min para Rha-Rha-C10C10.
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3.4.3 Determinagao da biomassa microbiana

AplGs a separacao das 3 fases (item 3.4.1) o pellet de células foi re-
suspenso em NaCl 0,85% (v/v) (mesmo volume que a amostra inicial) e
centrifugado a 10000 rpm, 4°C por 10 minutos. Em seguida o pellet foi
dissolvido em menor volume de solucdo salina e mantido em estufa a 100°C
até atingir peso constante. A andlise foi gravimétrica por massa seca celular, e

posteriormente convertida em gL-1.

3.4.4 Determinacédo do 6leo residual

A fase de n-hexano, obtida como descrito no item 3.4.1, foi usada para
determinacao gravimétrica das concentracdes de 6leo, depois da evaporacao
do solvente (LOVAGLIO, 2011).

3.4.5 Determinacéao do consumo de glicerol

A analise do glicerol bruto e bidestilado foi realizada em HPLC, como
descrito por McGinley e Mott, (2008) com pequenas modificacbes. Para as
analises foi utilizada a coluna Rezex ROA (300 x 7,8 mm) da Phenomenex a
60°C; o volume de amostra injetado e o fluxo foram de 20 pyL e 0,6 mL/ min,
respectivamente. Acido sulfarico 5mM foi usado como fase movel. O tempo de

retencéo foi de 14,8 + 0,1 min.

3.4.6 Determinacao de melaco

O melaco foi determinado como descrito por Nogueira (2019), através
das concentracfes de acUcares totais, as quais foram obtidas por meio da
soma das concentracfes de sacarose, glicose e frutose. As determinacdes de
glicose, frutose e sacarose foram realizadas a partir de cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC), utilizando-se o cromatografo Prominence UFLC
(Shimadzu®, Japéao), acoplado aos detectores ultravioleta (SPD- 20A UV/Vis®)
e indice de refracdo (RID-10A®), equipado com a coluna Rezex RCM -
Monossacarideo Ca* (8%) (300 x 7,8 mm) (Phenomenex®, EUA). As
condicBes de analise foram: volume de injecdo( 20uL); temperatura da coluna (
65°C); e eluente (agua ultrapura) a uma vazdo de 0,6 mL/min. Para cada

experimento, o consumo de acucares totais (gL-1) foi calculado pela diferenca
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entre a quantidade inicial e final de acUcares totais.

3.4.7 Caracterizagao fisico-quimica dos ramnolipidios
3.4.7.1 Producao de ramnolipidios para andlise

As fermentac6es para producdo de ramnolipidios foram conduzidas em
Erlenmeyers de 1 litro seguindo os padrdes dos itens 3.2.1, 3.2.2, 3.3.1 e 3.3.1.
As fontes de carbono escolhido foram os que obtiveram melhores producdes,
como Oleo de fritura, borra de algoddo e borra de milho. O micro-organismo
utilizado foi P. aeruginosa MPAOL1 e sua mutante, MPAOL1 ArhlYZ .

3.4.7.2 Extracdo de Ramnolipidios

Um volume do caldo livre de células foi misturado ao mesmo volume de
n-hexano (1:1), agitou-se vigorosamente até completa homogeneizacdo. Em
seguida, a mistura foi mantida em repouso, até que houvesse a separacao das
fases. Descartou-se a fase contendo n-hexano/ oleo e adicionou-se H3PO4
85% 1:100 (v/v) a fase aquosa, levando a precipitacdo dos ramnolipidios
presente. Para a extracdo do biotensoativo utilizou-se acetato de etila 1:1, 25
(v/v); agitou-se por 10 min e novamente a mistura foi mantida em repouso,
retirou-se a fase superior para evaporacdo do solvente em rotavapor e
obtencao do ramnolipidio. O procedimento de extragcdo com acetato de etila foi

repetido com a fase inferior.

3.4.7.3 Determinacao da tenséao superficial
Foi medido, em triplicata, a tensdo superficial de solu¢des 0,1% (p/v) de
ramnolipidios, segundo o método do anel de De No6uy utilizando-se um

tensidémetro Kriss K6.

3.4.7.4 Tensao Interfacial
Foi mensurada a tensado interfacial entre solucdo 0,1% (p/v) de
ramnolipidios e hexadecano, utilizando-se o tensiémetro Kriss K6. As analises

foram conduzidas em triplicatas.
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3.4.7.5 Concentracdo Micelar Critica (CMC)

A concentracdo micelar critica (CMC) foi determinada medindo-se a
tensdo superficial de solu¢Bes de ramnolipidios. As solu¢cdes foram preparadas
em agua ultra puras nas seguintes concentracoes: 1,0; 10; 20; 30; 40; 50; 100,
250, 500 e 1000 mg L-1. A leitura da tenséo superficial de cada solucao foi
realizada por meio de um tensiémetro Kriiss K6. As analises foram conduzidas

em triplicata.

3.4.7.6 Estabilidade de emulséo

Foi avaliada a estabilidade de emulsdes formadas por solucbes de
biossurfactante e surfactante quimico (Dodecil Sulfato de Sddio — SDS), com
diferentes valores de pH (2,0 & 9,0), contra Oleo de soja e benzeno. Para ajuste
do pH utilizou-se HCI (0,1M) e NaOH (0,1M). As analises foram realizadas em
temperatura ambiente. O Indice de emulsificacdo foi determinado, segundo
Igbal et. al. (1995), por intermédio da adigéo do hidrocarboneto a ser avaliado a
solucdo 0,1 % (p/v) de ramnolipidios (2mL de cada), em tubos de ensaio
seguidos por agitacdo em alta velocidade em vortex durante 2 minutos. As
leituras foram realizadas a cada 10 minutos, por um periodo de 60 minutos e
também apos 24 horas de repouso. O indice de emulsificacao foi calculado por
meio da formula:

AE= (altura da camada de emulsao/altura total) x 100

3.4.8 Analise estatistica.
Os dados foram comparados utilizando andlise de variancia, as
diferencas significativas se deram com p < 0,05 (SOKAL; ROHLF, 1995).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Producdo de ramnolipidios por P. aeruginosa MPAO1 selvagem em
fontes hidrofébicas

Os resultados obtidos dos experimentos com a MPAOL utilizando 6leo
de fritura pode ser observado na figura 3; da borra de algodéo na figura 4; e da
borra de milho na figura 5. Letras diferentes representam resultados
estatisticamente diferentes (p<0,05).

Figura 3 — Biomassa, consumo de 6leo e producdo de ramnolipidios em
diferentes tempos empregando-se 6leo de fritura como fonte de carbono para
cepa selvagem MPAO1. Condigdes: 37°c, 200 rpm e 144 horas de
fermentacéo.

MPAO1 - Oleo de fritura (100 g L-1)

120 9
h =
8 N
100 o5 & T =
= T b 6,7 Ty
—
w 80 - I b l 6 9
E ! 5T a s 5
= T 2 £ C 4 ()]
= 36 1 3,270 3
g 4 1 s
o b 2,040-0 C 2 0
b b b . T c
20 55 1314 1,245 £ 1,220 £
0038 a 0,121 & ¢ [ c d ' c
0 2 L 3,5 3,75 3,5 1 0
0 24 48 72 96 120 144
Tempo (h)
Oleo Residual (g/L) Ramnolipidio (g/L) Biomassa (g/L)

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Observou-se que até 48h, a producdo de ramnolipidios foi baixa, uma
vez gue ocorria o crescimento exponencial da biomassa, ao mesmo tempo em
gue um alto consumo de 6leo é observado. De 24 para 48h, foi quando houve o
maior consumo, com uma queda de 95 gL-1para 15 g L-1, e isso nao implicou
em um aumento significativo na producdo de ramnolipidio, indicando que o
consumo favorecia o crescimento, assim como a producdo de outros
metabolitos pela bactéria.

Entre 48 horas e 96 horas observa-se um platd na formacdo da
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biomassa, sem diferenca estatistica relevante, e em seguida um decréscimo da
biomassa que persiste até 144 horas. A producdo de ramnolipidio comeca
entre 48 e 72 horas, ocorrendo o aumento da producdo de 0,121 gL-lpara
1,314 gL-1, um aumento de mais de 10 vezes, seguido por uma estabilidade
até 120 horas para em seguida aumentar para 2 gL-1lentre 120 e 144 horas. No
mesmo periodo, houve um aumento do consumo de 6leo, de 15 gL-1para 3 gL-
1, indicando que o consumo foi direcionado para a producdo de biotensoativo,
e nao mais para a biomassa como foram as primeiras 24 horas.

Ao final das 120 horas, foi observado o aumento da producédo de
ramnolipidio, atingindo 2,04 gL-1, que foi a maior producdo do experimento; o
declinio da biomassa, atingindo 3,2 gL-1, e o consumo do 6leo residual até 1
gL-1.

Observando o estudo de Ceccato (2013), a producdo de ramnolipidios
por meio de 0leo de fritura para P. aeruginosa MPAOL foi 4,6 vezes maior que
a producdo pela P. aeruginosa LBI 2Al1, indicando que ela €& mais
recomendada quando esse residuo é empregado como fonte de carbono. A
melhor producéo de ramnolipidio usando o 6leo para a P. aeruginosa LBl 2A1
foi a concentracédo de 125 gL-1e 250 gL-1, indicando que a concentracéo para
a bactéria P. aeruginosa MPAOL1 pode ser ainda maior. Usando o fator de
conversao produto por substrato (yps), a produgdo em 125 glL-lpara P.
aeruginosa LBI 2A1 foi 0,00332g/g, enquanto que da P. aeruginosa MPAO1
usando 100gL-1foi 0,02049/g.

No estudo de Pathania e Jana (2020) foram isoladas diversas cepas de
P. aeruginosa originarias de chaminé. Usando 6leo de fritura como fonte de
carbono, foi observado que, em 40 horas, a biomassa entrou em fase
exponencial e em 70 horas em fase estacionaria, produzindo 1,25 gL-1de
ramnolipidios nesse momento, 0 mesmo observado no presente experimento.
Porém, no estudo foi usado 20 gL-1, enquanto que no experimento foi usado
100 gL-1.
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Figura 4 — Biomassa e producdo de ramnolipidios em diferentes tempos
empregando-se borra de algoddo como fonte de carbono para cepa selvagem
MPAOL1. Condi¢des: 37°C, 200 rpm e 144 horas de fermentacao.
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Fonte: Elaborada pelo proprio autor.

A maior producao de ramnolipidio foi as primeiras 48 horas atingindo a
concentracdo de 0,508 gL-1, porém ndo foi expressivo se comparado a
producédo em 24 horas (p=0,8). Em 72 horas houve uma queda seguida por um
aumento em 96 horas que manteve a producdo constante até o final (p=0,78).
O crescimento bacteriano se manteve proximo de 2,2 gL-1, ndo passando por
variacao significativa até 120 horas (p=0,6).

O mesmo comportamento foi observado no estudo de Lovaglio (2011a),
o crescimento celular foi alto nas primeiras horas e depois se manteve
constante até o final. Porém, diferiram no tempo da sintese de biossurfactante,
a sintese ocorre em dois momentos, no estudo de Lovaglio (2011a) uma foi em
24 horas e outra ap06s 48 horas, enquanto que, no presente estudo, uma
producéo foi até 48 horas e outra apds 72 horas, indicando um atraso de 24
horas.

A producao de ramnolipidio nas primeiras 48 horas foi maior que a

producdo usando Oleo de fritura no mesmo periodo. J& o crescimento da
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biomassa, em todos os horarios, foi inferior ao do 6leo de fritura. Pelo fator de
conversao biomassa por substrato, o 6leo de fritura foi 0,067g/g, enquanto que
da borra de algodéo foi 0,026g/g.

Comparando ainda o estudo de Lovaglio (2011a), a biomassa também
aumentou em 24 horas, porém, houve um declinio no crescimento a partir de
40 horas, enquanto que, no presente estudo, a biomassa n&do apresentou
variacdo significativa. A biomassa e a producdo de ramnolipidios no
experimento foram inferiores se comparado com a cepa LBI e suas mutantes.

O consumo da fonte de carbono n&do pode ser determinado, a
metodologia empregada apresentou falhas, n&o sendo possivel tal
quantificagéo.

Figura 5 — Biomassa, consumo de Oleo e producdo de ramnolipidios em
diferentes tempos empregando-se borra de milho como fonte de carbono para
cepa selvagem MPAOLl. Condigbes: 37°C, 200 rpm e 144 horas de
fermentacéo.
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Fonte: Elaborada pelo proprio autor.

As borras sdo compostas de acidos graxos, esteréis, fosfato,
carboidratos e poli alcoois, como o glicerol (DOWN, 1998)
A producdo de ramnolipidios, a partir da borra de 6leo de milho, néo

chegou a 0,1 gL-1. A biomassa produzida foi a maior dentre as fontes de
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carbono observadas até 0 momento, no mesmo periodo de 24 horas, com um
crescimento de 5,6 gL-1. Paralelo a isso, também houve a maior producao de
ramnolipidio da fonte, que foi de 0,075 gL-1, maior que a producao por 6leo de
fritura em 24 horas. A partir de 48 horas, o crescimento microbiano ndo é mais
expressivo (p=0,19).

Tanto no estudo de Lovaglio (2011) quanto no experimento realizado,
observou-se que o0 maior crescimento microbiano ocorreu em 24 horas, sendo
gue na MPAOL1 a biomassa foi 56% maior que da LBI, porém a producado de
ramnolipidios foi inferior em todos os tempos.

Silva (2014) também observou o rapido consumo da borra de milho
como fonte de carbono nas primeiras 20 horas de experimento. No estudo, foi
utilizada a concentracéao de 250 gL-1, resultando em diferencas na producéo de
ramnolipidio e biomassa se comparado a Lovaglio (2011a) e ao presente
estudo. Para a producéo, obteve-se 8,42 gL-lem 68 horas; enquanto que a
biomassa atingiu 8,75 gL-1. entre 24 e 48 horas.

4.2 Producdo de ramnolipidios por P. aeruginosa MPAO1 ArhlYZ em

fontes hidrofdbicas

Os resultados do experimento com a MPAO1 ArhlYZ utilizando Oleo de
fritura como fonte de carbono séo observados na figura 6; da borra de algodao
na figura 7; e da borra de milho na figura 8. Letras diferentes representam

resultados estatisticamente diferentes (p<0,05).
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Figura 6 — Biomassa, consumo de 6leo e producdo de ramnolipidios em
diferentes tempos empregando-se 6leo de fritura como fonte de carbono para
cepa mutante MPAO1 ArhlYZ. Condi¢des: 37°C, 200 rpm e 144 horas de
fermentacgéo.
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Fonte: Elaborada pelo proprio autor.

A producéo pela cepa mutante apresentou variagcdes quando comparado
a cepa selvagem. A mais visivel € o consumo de Oleo, onde a mutante
consumiu menos que a selvagem ao longo do experimento, o que é
semelhante ao estudo de Silva (2018), em que a mutante ArhlYZ foi a que
menos consumiu 6leo entre as cepas. O maior consumo ocorreu em 24 horas,
de 100 gL-1para 57,25 gL-1. O menor consumo de Oleo, se refletiu ha menor
producdo de ramnolipidios pela cepa mutante, o que pode evidenciar a
importancia desses genes para a producao de ramnolipidios o que corrobora
com os estudos de Abdel-Mawgoud et al. (2014).

Em ambas as cepas, as primeiras 48 horas sdo marcadas por uma
producédo baixa, inferior as borras, mesmo havendo consumo de 6leo. Em 72
horas ocorreu um crescimento elevado, ultrapassando 1 gL-1. Outra
semelhanca € que em 144 horas foi quando houve a maior producdo de
ramnolipidio utilizando tal fonte de carbono, na selvagem foi de 2,04 gL-1e na
mutante, 1,14 gL-1, uma reducdo na sintese em 45%, menor que a reducéo
observada por Silva (2018) que foi de 72% em 144h e 61,65% em 168h
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comparando as mesmas cepas empregando 6leo de girassol como fonte de
carbono.

Os valores de biomassa da mutante foram crescentes até 72 horas,
onde apresentou maior crescimento, havendo uma queda em 96 e em 120
horas se estabilizou até o final (p=0,09). Enquanto que na selvagem, o
crescimento foi alto até 48 horas, seguido da fase estacionaria até 120 horas.

O ndo consumo total do 6leo pela mutante, pode indicar que a producédo
de ramnolipidios se manteria e até aumentaria quando entrasse na fase de
decaimento, diferente da selvagem onde, em 144 horas, o consumo foi quase
total.

Referente a biomassa, a cepa mutante apresentou crescimento mais
rapido e mais duradouro do que a cepa selvagem, em 72 horas ela apresentou
6,9 gL-1, enquanto a selvagem alcancou 6,7 gL-1em 96 horas, e em 144 horas
ela apresentava 6 gL-1, ja a selvagem estava em fase de decaimento com 3,2
gL-1.

A delecdo do operon rhlYZ pode ter implicado no desvio da rota da B-
oxidacdo, processo catabolico importante na sintese da cadeia de acidos
graxos dos ramnolipidios, como explicado por Abdel-Mawgoud et al. (2014), se
refletindo no menor consumo de 6leo e na menor producao de ramnolipidio no

experimento.
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Figura 7 — Biomassa e producdo de ramnolipidios em diferentes tempos

empregando-se borra de algoddao como fonte de carbono para cepa mutante
MPAO1 ArhlYZ. Condig¢bes: 37°C, 200 rpm e 144 horas de fermentacao.
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Fonte: Elaborada pelo proprio autor.

A cepa mutante apresentou melhor aproveitamento da borra de algodao
se comparado a selvagem, como € possivel observar através de Yps, 0 da
mutante foi 0,0116g/g enquanto da selvagem 0,00492.

Interessante ressaltar que, tanto na cepa selvagem quanto na mutante, a
producédo comeca alta, seguido por uma diminuicdo na producdo em 72 horas.
Entretanto, na cepa mutante, a producdo inicial s6 ocorre em 24 horas,
retomando a producdo em 120 horas, a qual se mantém constante até o final
(p=0,3), enquanto que na cepa selvagem, a producdo comeca em 24 horas e
se mantém até 48 horas, sendo que em 96 horas ocorre um aumento para em

seguida se estabilizar até o final.
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Figura 8 — Biomassa, consumo de 6leo e producdo de ramnolipidios em
diferentes tempos empregando-se borra de milho como fonte de carbono para
cepa mutante MPAO1 ArhlYZ. Condi¢des: 37°C, 200 rpm e 144 horas de
fermentacgéo.
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Fonte: Elaborada pelo proprio autor.

Foi observado que, novamente, a borra de milho como fonte de carbono
foi benéfica para o crescimento microbiano em 24 horas, maior do que em
todos os experimentos envolvendo a selvagem e as mutantes para as fontes
hidrofébicas. No mesmo periodo, logo apés ocorreu uma queda, sendo que a
cepa selvagem manteve o mesmo valor até o final, e na mutante s6 se
estabilizou em 72 horas (p=0,2).

A producdo de ramnolipidios na mutante foi superior em relacdo a
producdo da selvagem em quase 3 vezes. A producdo se manteve até 48
horas, enquanto na selvagem manteve-se até 72 horas. Em ambas ocorreu
uma queda em seguida (96 horas para a selvagem e 72 horas para a mutante).
A partir disso, a producdo na selvagem foi constante na mutante até 144 horas
(p=0,09), e na mutante até 120 horas, quando houve uma queda na producao
para 0,037 gL-1.

Observa-se que o0 maior crescimento microbiano em 24 horas para a

mutante de MPAOQOL foi superior ao crescimento da LBI e de suas mutantes na
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mesma fonte (LOVAGLIO, 2011a). Porém, a producdo de ramnolipidios
continuou menor frente a essas cepas.

A maior producdo de ramnolipidios utilizando a linhagem mutante pode
estar relacionada com outros compostos além das moléculas hidrofébicas da
borra de 6leo de milho, uma vez que a B-oxidacdo ndo seria necessaria para a

producéo do biotensoativo nesse contexto.

4.3 Producdo de ramnolipidios por P. aeruginosa MPAO1 selvagem em
fontes hidrofilicas

Os resultados do experimento com a MPAO1l selvagem utilizando
glicerol bruto sdo observados na figura 9; glicerol bidestilado na figura 10; e
melago na figura 11. Letras diferentes representam resultados estatisticamente
diferentes (p<0,05).

Figura 9 — Biomassa e producdo de ramnolipidios em diferentes tempos
empregando-se glicerol bruto como fonte de carbono para cepa MPAO1
selvagem. Condicdes: 37°C, 200 rpm e 144 horas de fermentacdao.
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Fonte: Elaborada pelo proprio autor.

Os valores mais baixos de producédo de ramnolipidios foram obtidos a

partir do glicerol bruto. Em 24h foi quando ela apresentou a melhor producéao
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em seus parametros. A biomassa ndo apresentou mudanca significativa em
nenhum tempo (p=0,19). A concentracdo de ramnolipidios usando glicerol
bruto, j& é considerada zero em 120 horas, mesmo que nesse tempo ainda
tenha glicerol disponivel (37,21 gL-1).

Em 24 horas foi quando houve o maior consumo de glicerol, de 100 gL-1
para 58 gL-1. A baixa producdo de ramnolipidios usando glicerol, quando
comparado com as fontes hidrofébicas, também foi observado no estudo de
Silva (2018).

Pagliaro e Rossi (2010) afirmam que o glicerol bruto € uma mistura de
varios compostos, como acidos graxos livres, alcool (frequentemente metanol),
sabdo, sais, agua, mono, di e triacilgliceréis, éster metalico e outros. Acredita-
se que 0 micro-organimo, inicialmente, tenha usado os acidos graxos livres do
meio para crescimento e producdo de biossurfactante, mas a subsequente
diminuicdo da concentracdo desses compostos levou a uma diminuicdo na
producédo, uma vez que mesmo que toda a fonte bruta ndo tenha se esgotado.
O mesmo perfil foi observado no estudo de Balieiro (2017) usando

Pseudomonas aeruginosa LBI 2Al.
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Figura 10 — Biomassa e producdo de ramnolipidios em diferentes tempos

empregando-se glicerol bidestilado como fonte de carbono para cepa MPAO1
selvagem. Condic¢des: 37°C, 200 rpm e 144 horas de fermentacao.
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Fonte: Elaborada pelo proprio autor.

A producéo da ramnolipidio a partir de glicerol bidestilado foi 90% maior
gue usando glicerol bruto em 24 horas, porém ainda foi baixa se comparada as
producdes das fontes hidrofébicas. A producdo de biossurfactante se mantém
estavel de 72 horas até o final do experimento (p=0,07). E observavel também
gue o consumo de glicerol bruto foi maior que do glicerol purificado, mesmo
nao implicando em producdes significativas do biotensoativo

Mesmo o glicerol bidestilado apresentando melhor desempenho que o
glicerol bruto, a producdo continua sendo baixa se comparado as fontes
hidrofébicas, tanto da cepa selvagem quanto da mutante. A Unica fonte
hidrofébica que é superada pelo glicerol bidestilado é a borra de milho na
linhagem selvagem.

O presente resultado corrobora com o estudo de Balieiro (2017), onde a
producéo usando glicerol tratado foi superior a producédo usando glicerol bruto.
Provavelmente esse resultado seja possivel devido a diminuicdo de compostos
encontrados no glicerol bruto, como metanol e sais que possam inibir a sintese

do biossurfactante. JA no estudo de Paula et al. (2017), os meios utilizando
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glicerol bruto como fonte de carbono obtiveram melhor crescimento microbiano
e acumulo de P3HB do que os meios utilizando glicerol puro para a bactéria
Pandoraea sp.

Figura 11 — Biomassa e producdo de ramnolipidios em diferentes tempos
empregando-se melaco como fonte de carbono para cepa MPAO1 selvagem.
Condicdes: 37°C, 200 rpm e 144 horas de fermentacéo.
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Fonte: Elaborada pelo proprio autor.

O melaco apresentou menor desempenho se comparado a todas as
fontes utilizadas no presente estudo.

O melaco apresentou o maior crescimento microbiano entre todos os
experimentos, com 7,5 gL-1 em 144 horas. Em outros tempos a biomassa foi
superior em relacdo a todas as borras estudadas como fonte de carbono,
menos no tempo de 24 horas, quando a borra de milho da cepa selvagem
alcancou 5,8 gL-1e da cepa mutante 6,6 gL-1. O alto crescimento microbiano
indica que a fonte estava sendo usada para formacdo de outros metabdlitos
gue ndo eram os ramnolipidios como os poli-hidroxialcanoatos.

Nos estudos de Patel e Desai (1997) eles obtiveram 0,24 gL-1lde
ramnolipidio em 96 horas usando melaco como fonte de carbono para

Pseudomonas aeruginosa GS3, enquanto que Suryanti, Marliyana e Wulandari
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(2005), usando a mesma fonte, ndo obtiveram nenhuma producédo para
Pseudomonas fluorescens.

No estudo de Gutierrez e Silva (1993) eles destacam que, mesmo o
melaco sendo uma fonte predominante de carboidratos, existe algumas
cadeias de lipidios presentes na composi¢cdo, como o acido linoleico que esta
em alta concentracdo, seguido do &cido palmitico, oleico e linolénico. Além da
presenca dos acidos graxos no meio, 0 micro-organismo pode ter utilizado
sintese de novo para conversdo dos agucares em acidos graxos. A presenca
desses &cidos pode explicar a producdo de ramnolipidios nos tempos 24, 48 e
144 horas, ja que o micro-organismo tem preferencia por esses acidos, como o
linoleico e o oleico (BENINCASA et al., 2002).

4.4 Producao de ramnolipidios por P. aeruginosa MPAO1 ArhlYZ em
fontes hidrofilicas

Os resultados do experimento com a MPAO1 ArhlYZ utilizando glicerol
bruto sdo observados na figura 12; glicerol bidestilado na figura 13; e melaco
na figura 14. Letras diferentes representam resultados estatisticamente
diferentes (p<0,05).
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Figura 12 — Biomassa e producdo de ramnolipidios em diferentes tempos

empregando-se glicerol bruto como fonte de carbono para cepa MPAO1
ArhlYZ. Condigdes: 37°C, 200 rpm e 144 horas de fermentacgao.
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Fonte: Elaborada pelo proprio autor.

N&o houve producédo de ramnolipidios na cepa mutante, enquanto que
na cepa selvagem, uma producao pequena durou até 96 horas, quando foi para
zero. A biomassa também apresentou diferenca entre ambas, o crescimento da
selvagem, em 24 horas, ja era de 4,50 gL-1, enquanto que da mutante so
alcancou esse valor em 120 horas, indicando dificuldades de sintese. Com
relacdo ao crescimento os resultados de biomassa estdo de acordo com o
estudo de Silva (2018), onde também houve uma diminuicdo do crescimento na
cepa mutante se comparado com a cepa selvagem, porém com relacdo a
producédo de ramnolipidios, a mutante diferiu apenas em 0,20 gL-1da producéo
maxima da selvagem.

A cepa mutante consumiu menos glicerol do que a cepa selvagem,
implicando que o impedimento de uma via da B-oxidacdo evitou o consumo
destes, mesmo se tratando de uma fonte hidrofilica, o que corrobora com os
estudos de Abdel-Mawgoud et al. (2014). O menor consumo pode esta
relacionado com o menor crescimento microbiano, inferindo em todos os

periodos, demonstrando que a delecéo dos genes rhlYZ traz forte influéncia. .
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A delecdo dos genes rhlYZ demonstrou ser de grande impacto na
producdo de ramnolipidios quando empregado glicerol bruto como fonte de
carbono, mesmo sendo uma fonte hidrofilica, o que estd de acordo com o
estudo de Abdel-Mawgoud et al. (2014).

Figura 13 — Biomassa e producdo de ramnolipidios em diferentes tempos
empregando-se glicerol bidestilado como fonte de carbono para cepa MPAO1
ArhlYZ. Condigdes: 37°C, 200 rpm e 144 horas de fermentacao.
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Fonte: Elaborada pelo proprio autor.

Os resultados usando a cepa mutante também apresentaram notoérias
diferencas se comparado ao experimento com a cepa selvagem. Houve um
atraso na formacdo de biomassa; em 48 horas a cepa selvagem ja tinha
alcancado 4,2 gL-1, enquanto que na cepa mutante, o valor mais préximo (4,4
gL-1) foi alcancado em 96 horas, mas em 144 horas, ambas as cepas
apresentaram valores proximos sem diferenca significativa (p=9).

A producdo de ramnolipidios também se mostrou infima. Na cepa
selvagem, a producdo era de 0,150 gL-lem 72 horas de experimento,
enquanto que na mutante, o valor ndo apresentou diferenca significativa na
producdo, sendo que em 96 horas obteve-se 0,137 gL-1. Porém, na cepa

mutante, a producdo diminuiu bruscamente em 144 horas e ja em 120 horas
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ela era menor que da cepa selvagem, que manteve sua produgdo constante
até o final do experimento. Esse fato também foi observado no estudo de Silva
(2018).

O consumo de glicerol bidestilado apresentou as mesmas diferencas
encontradas no consumo de glicerol bruto. O consumo foi menor que da cepa
selvagem, indicando que esse foi 0 experimento que houve menor consumo da
fonte de carbono quando comparados os dois tipos de gliceréis. Mesmo
restando 53 gL-1de glicerol, a producdo do biossurfactante era proximo do

zero, 0 que pode sugerir uma inibigdo pela fonte de carbono.

Figura 14 — Biomassa e producdo de ramnolipidios em diferentes tempos
empregando-se melaco como fonte de carbono para cepa MPAO1 ArhlYZ.
Condicdes: 37°C, 200 rpm e 144 horas de fermentacéo.
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Fonte: Elaborada pelo proprio autor.

O melaco como fonte de carbono para a cepa mutante, ndo apresentou
producéo de biossurfactante, e sua biomassa foi inferior a da cepa selvagem.
Em 24 horas a cepa selvagem apresentava 4,1 gL-1de biomassa, e na mutante
tal valor so foi obtido em 96 horas. Todos os experimentos com as fontes
hidrofilicas para a cepa mutante apresentaram biomassa inferior que da cepa
selvagem.

Na cepa selvagem, a biomassa produzida a partir do melago
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representou uma biomassa de 7,5 gL-lem 144 horas, e no caso da cepa
mutante, a maior biomassa foi obtida utilizando o 6leo de fritura em 72 horas.

O consumo de acucares, entre ambas as cepas, nao apresentou
diferenca significativa (p>0.05), demonstrando que a delecéo do operon rhlYZ
nao interferiu no consumo de carboidratos, mas houve diferengca na biomassa
formada.

Quando as fontes de carbono empregadas foram hidrofilicas a cepa com
a delecdo no gene rhlYZ, apresentou baixa producdo de ramnolipidios, vale
ressaltar que esses dados estdo de acordo com a hipétese levantada por
Abdel-Mawgoud et al. (2014), que relatou a diminuicdo na producdo desse
metabdlito pelo mutante mesmo em fontes hidrofilicas.

A delegéo do operon rhlYZ reduziu o consumo de Oleo, o que esta de
acordo com o estudo de Silva (2018) e Abdel-Mawgoud et al. (2014), e no Oleo
de fritura a producéo de biossurfactante pela mutante foi inferior a producéo da

cepa selvagem.

4.5 Propriedades da Solucdo de Ramnolipidios
4.5.1 Tensao Superficial e Interfacial

Os valores das tensdes superficiais e interfaciais, referentes a producéo
de ramnolipidios usando 6leo de fritura, borra de algoddo e borra de milho
como fonte de carbono, para as cepas MPAO1 e MPAO1 ArhlYZ, estédo

esquematizadas na tabela 1.
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Tabela 1 — Tensao superficial e interfacial da solucdo de 0,1% (p/v) de
ramnolipidios produzidos usando como fonte de carbono 6leo de fritura, borra
de algoddo e borra de milho. As medi¢bes foram feitas em temperatura
ambiente. Os resultados foram obtidos em (mN/m).

Cepa Fonte de Carbono Tensé&o Superficial Tensé?
Interfacial

MPAO1 Oleo de Fritura 30,75 0,35 1,3+0,1
Borra de Algodao 39,25+ 0,35 26+0,3

Borra de Milho 30,25+ 0,35 1,5+0,1

MPAO1 ArhlYZ Oleo de Fritura 32+0,71 1,5+0,1
Borra de Algodao 3950 2,1+£0,2

Borra de Milho 30,25 £ 0,35 1,2+0,1

Fonte: Elaborada pelo préprio autor.

A tensdao superficial das amostras ficaram entre 39,5 mN/m, da borra de
algodao da cepa mutante, e 30,25 mN/m, da borra de milho da cepa selvagem.
Apesar dos ramnolipidios terem sido produzidos em diferentes cepas, nao
houve diferenca significativa na diminuicdo da tensdo superficial entre elas, os
fatores determinantes para as variacfes apresentadas foram as fontes de
carbono empregadas. Ha relatos na literatura que a fonte de carbono pode
alterar a composicdo e distribuicdo dos congéneres de ramnolipidios
produzidos (FIECHTER, 1992; CHANG et al., 2005)

Os melhores resultados de tensédo superficial foram obtidos por meio dos
ramnolipidios produzidos utilizando 6leo de fritura e borra de milho como fonte
de carbono, alcancando valores semelhantes aos obtidos por Costa et al.
(2006) que utilizou Oleos nativos, como 6leo de andiroba e cupuacu, como
fonte de carbono. Nesses experimentos a tensdo superficial foi reduzida para
30,26 mN/m e 30,4 mN/m, respectivamente. A tensao superficial obtida quando
a fonte de carbono utilizada foi borra de algoddo, tanto na cepa selvagem
guanto na cepa mutante, foi o resultado mais alto observado.

A tensdo interfacial ndo diferiu significativamente entre as cepas quando

comparado aos dados do meio de cultura utilizando 6leo de fritura ou borra de
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milho. Porém quando se utilizou borra de algoddo, a cepa selvagem
apresentou maior tensao interfacial que da cepa mutante. A solucdo de
ramnolipidios produzidos por meio do Oleo de fritura pra cepa selvagem, e a
solucdo obtida pela borra de milho da cepa mutante, foram as que
apresentaram as melhores propriedades tensoativas.

4.5.2 Concentracao Micelar Critica (CMC)
A concentracdo micelar critica dos ramnolipidios produzidos pela cepa
MPAOl1 e MPAO1 ArhlYZ, estdo apresentadas na figura 15 e 16,

respectivamente.

Figura 15 — Tensédo Superficial (mMN/m) de solugcdbes em diferentes
concentragbes de ramnolipidios (1 — 1000 mg L-1) produzidos pela cepa
MPAO1 em 6leo de fritura, borra de algodao e borra de milho.
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Fonte: Elaborada pelo proprio autor.

O aumento da concentracdo de ramnolipidios permite a formacdo de
micelas e vesiculas (VINSON et al., 1989; SANCHEZ et al., 2007). A formac&o
dessas microestruturas é influenciada pelos congéneres presentes na solucéao
e de sua proporcédo, sendo esses 0s principais componentes para formacao da
concentracdo micelar critica (ABALOS et al., 2001; BENINCASA et al., 2004).
Lovaglio et al. (2014) descreve que nas concentracdes abaixo de 0,03 g L-1, ja

ocorre uma diminuicdo gradual da tensao superficial, podendo ser considerada
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primeira zona de transi¢do, o mesmo foi observado nos experimentos com 0S
ramnolipidios de 6leo de fritura e borra de milho no presente estudo.

A estabilizacdo da tensdo em decorréncia da concentragdo de
ramnolipidios € chamada de zona de transicdo. A quantidade de zonas varia
dependendo dos congéneres presentes na solucdo, e do grau de
hidrofobicidade deles, o que influencia na formagdo das microestruturas
(COHEN; EXEROWA, 2007; HAN et al., 2004).

Alguns autores alegam que a primeira zona de transi¢do trata-se da
formacdo de micelas de mono-ramnolipidios, e a segunda seria a concentracao
micelar critica, onde o aumento da concentracdo ndo diminuiria mais a tensao
superficial. Ja outros consideram a primeira zona como a formacao de
agregados que antecederiam as micelas (COHEN; EXEROWA, 2007;
PORNSUNTHORNTAWEE et al., 2009).

Em todos os experimentos, a tensao superficial diminuiu com o aumento
da concentracdo de ramnolipidios. O 6Oleo de fritura foi a fonte de carbono que
gerou a solucdo de ramnolipidios com maior tensdo superficial nas
concentracgdes iniciais.

A solucdo contendo 0,01 glL-lapresentou tensdo superficial de 52,25
mN/m, com o aumento da concentracdo de ramnolipidios na solucéo foi
possivel observar uma reducéo nas tensdes superficiais até alcancar 36 mN/m,
guando empregada a solucéo de 0,05 gL-1.

Depois de atingida a concentracdo 0,05 gL-laté 0,1 gL-1ndo houve
mudanca significativa na tenséo superficial (p=0,4), apresentando estabilidade
em 36 mN/m. Quando séo utilizadas concentracbes do tensoativo superior ou
igual a 0,5 gL-1essa propriedade fisico quimica se estabiliza em 30,75 mN/m,
nao apresentando mais mudangca com o aumento da concentracdo, alcancando
assim a concentracao micelar critica.

A solucéo de ramnolipidios provenientes da fermentacéo utilizando borra
de algoddo como fonte de carbono foi 0 que apresentou menor tenséo
superficial nas concentracfes iniciais, com o valor de 44 mN/m. Tal valor sé
sofreu mudanca significativa (p=0,05) na concentracdo de 0,25 g L-1,
diminuindo a tenséo superficial para 40,5 mN/m. Essa propriedade estabiliza-se
em 39,25 mN/m, a partir de 0,5 gL-1.
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Apesar de apresentar os menores valores de tensdo superficial nas
concentracfes mais baixas, a solu¢do de ramnolipidios da borra de algodao foi
0 que sofreu menor variagdo ao longo do aumento da concentracdo de
biossurfactante, saindo de 44 mN/m para 39,25 mN/m.

Nos experimentos empregando borra de milho como fonte de carbono,
as solucbes de ramnolipidios apresentaram um perfil de tensdo superficial
semelhante ao observado no experimento em que a fonte de carbono
empregada foi Oleo de fritura, diferindo apenas nas menores concentracdes de
ramnolipidios.

Nos ramnolipidios derivados do experimento usando borra de milho
como fonte de carbono, pode se observar estabilidade na tensédo superficial
nas concentracdes 0,03 e 0,04 gL-1, em 39 mN/m, e nas concentra¢cdes 0,05 e
0,1 gL-1, em 37,75 mN/m, indicando zonas de transi¢gdo. Porém os valores de
tensdo nas concentracdes mais altas avaliadas no presente estudo nao se
estabilizaram, apresentando 32,75 mN/m em 0,5 gL-1e 30,25 mN/m em 1 gL-1.

Apesar do grupo experimental em que se utilizou de borra de 6leo de
milho como fonte de carbono para a producdo de ramnolipidios ser o que
apresentou a melhor reducdo na tensdo superficial, ndo houve diferenca
significativa do resultado se comparado aos experimentos em que a fonte de

carbono foi dleo de fritura em 1gL-1(p=0,2).
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Figura 16 - Tensdo Superficial (mN/m) de solugbes em diferentes

concentragbes de ramnolipidios (1 — 1000 mg L-1) produzidos pela cepa
MPAO1 ArhlYZ em dleo de fritura, borra de algod&o e borra de milho.
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Fonte: Elaborada pelo préprio autor.

Comparando a concentracdo micelar critica proporcionada pelos
ramnolipidios da cepa selvagem e da cepa mutante, observa-se que na
concentracdo 1 gL-1, o valor da tensdo superficial de ambas € praticamente o
mesmo; p=0,08 para os experimentos com a solucédo de ramnolipidios do 6leo
de fritura, e p=0,4 para as solu¢cdes com os ramnolipidios de borra de algodéo
e borra de milho.

Assim como no experimento com a cepa selvagem, a concentragédo
micelar critica do grupo experimental em que se utilizou borra de algoddo como
fonte de carbono foi 0,5 gL-1, ndo alterando a tensdo em 1 gL-1. Outra
semelhanca observada foi para os experimentos em que a fonte de carbono
empregada para a producao de ramnolipidios foi a borra de milho, onde houve
variacdo na tensdo superficial entre as concentracfes 0,5 gL-1 e 1 gL-1, ndo
estabilizando antes da concentracdo mais alta avaliada.

A principal diferenca na CMC dos experimentos utilizando essas duas
linhagens, € que nas solucdes de ramnolipidios produzidos pela mutante,
utilizando a borra de 6leo de milho, a tensédo superficial € mais baixa ja nas

concentracgdes iniciais; na cepa MPAOL, a tensdo em 0,001 gL-1é de 49 mN/m,
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enquanto que nos experimentos utilizando o mutante, na mesma concentragao,
€ de 38,5 mN/m. O mesmo €é observado para 0s experimentos com borra de
6leo de algodéo.

Isso pode indicar que a formacdo dos agregados de ramnolipidios é
mais rapida na mutante do que na selvagem, havendo alteracdo do local de
cada zona de transicdo, o que sugere gque para essas fontes de carbono, seria
interessante realizar analise em espectrometro de massa, a fim de identificar a
diferenca nos homologos de ramnolipidios produzidos pelas duas linhagens.

O gene rhlYZ € o responsavel principal pela formacdo das cadeias de
10 carbonos dos ramnolipidios, sua delecao pode ter gerado ramnolipidios de
cadeias mais curtas, o que facilitaria a formacdo de micelas em baixas
concentragbes, pois quanto maior a parte hidrofébica menor ¢ o CMC
(MESQUITA, 2004).

O mesmo nao foi observado para os experimentos com 6leo de fritura
como fonte de carbono. As solug¢bes de ramnolipidios produzidas pela estirpe
mutante apresentaram valores de tensdo superficial superiores nas
concentragcbfes mais baixas, quando comparadas com o0s ramnolipidios
produzidos pela cepa selvagem nessa mesma fonte de carbono, mesmo que
na concentracao final o valor obtido seja proximo.

A solucdo de ramnolipidios pode conter componentes néo
metabolizados, como &cidos graxos, que foram extraidos juntos com o
ramnolipidio, o que influéncia as caracteristicas dos biosurfactantes, como a
solubilizacdo (COSTA et al., 2006; MATA-SANDOVAL; KARNS; TPRRENTS,
2001).

4.5.3 Estabilidade de emulséo
A estabilidade de emulsdo foi realizada a partir da solucdo de
ramnolipidios obtidos por meio de trés fontes: 6leo de fritura, borra de algodéo

e borra de milho. As cepas usadas foram a MPAO1 e sua mutante, ArhlYZ

4.5.3.1 Oleo de Soja
Os experimentos de emulsificacdo referentes aos ramnolipidios

produzidos pela cepa MPAOL1, em diferentes pHs contra 6leo de soja, estédo
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representados pela figura 17, e os referentes a cepa MPAO1 ArhlYZ na figura
18.

Figura 17 — Atividade de emulsificacdo contra 6leo de soja. Medicdes feitas a
partir de 24 horas da agitacdo das solu¢cbes 0,1% (p/v) de ramnolipidios em
diferentes pHs. Ramnolipidios produzidos pela cepa MPAOL1.
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Fonte: Elaborada pelo proprio autor.

Segundo diversos autores a morfologia dos ramnolipidios € sujeita a
outros fatores além dos congéneres e sua quantidade, como forca ibnica, co-
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solutos, contaminantes e, principalmente pelo pH (CHAMPION et al., 1995;
LOVAGLIO, 2011b; MATA et al., 2004; VILLENEUVE et al., 1998).

O pH das soluctes de ramnolipidios pode variar dependendo da fonte de
carbono empregada. Na auséncia de aditivos, oS monGmeros se encontram
protonados e desprotonados, o que facilita a interacdo entre eles, devido a
diminuicdo da repulsdo eletrostatica, e consequentemente permitindo
estabilizacdo dos agregados formados (ISHIGAMI et al., 1993; LOVAGLIO,
2011b). Kitamoto et al. (2009) definiu a formacdo das estruturas de
ramnolipidios em diferentes pHs; entre 4,3 e 5,8 as vesiculas sdo formadas,
entre 6,2 e 6,6 ocorre formacdo de particulas lipidicas, e acima de 6,8 as
micelas sédo formadas de maneira espontanea. A capacidade de reversao dos
ramnolipidios em diferentes faixas de pH se deve a presenca do &acido
carboxilico.

Como nos valores de tensdo superficial e concentragdo micelar critica,
as solucdes derivadas dos ramnolipidios produzidos a partir da borra de milho
e do Oleo de fritura apresentaram os melhores resultados. As emulsificacoes,
em alguns casos, foram superiores aos de S.D.S (Dodecil Sulfato de Sdédio),
porém, a emulsificacdo por S.D.S foi que apresentou melhor estabilidade em
diferentes faixas de pH, enquanto que do oleo de fritura variou entre 35 a 55;
da borra de algodao entre 20 a 46; e da borra de milho entre 34 e 56.

Os agregados de ramnolipidios produzidos utilizando borra de milho
apresentaram os melhores resultados, nos pHs acima de 2,0; enquanto que
nos experimentos utilizando o o6leo de fritura foi a partir do pH 5,0, 0 que indica
gue o aumento da concentracdo de OH- garantiu a melhor estabilizacdo dos
congéneres dessas fontes, corroborando com o estudo de Lovaglio et al.
(2014) e Pornsunthorntawee et al. (2009), onde em pHs baixo ocorre a
diminuicdo da protonacédo dos ramnolipidios, diminuindo assim sua reacdo com
0 meio. Ja os valores referentes ao grupo experimental que utilizou borra de
algodao, ficaram abaixo das demais fontes na maioria dos pHs, destacam-se

apenas nos pHs 3 e 4.
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Figura 18 — Atividade de emulsificacdo contra 6leo de soja. Medic¢bes feitas a

partir de 24 horas da agitacdo das solugbes 0,1% (p/v) de ramnolipidios em
diferentes pHs. Ramnolipidios produzidos pela cepa MPAO1 ArhlYZ.
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Fonte: Elaborada pelo préprio autor.

Nos experimentos utilizando os ramnolipidios produzidos pela cepa
mutante, obteve-se menor variagdo que quando a linhagem selvagem foi a
produtora. O grupo experimental usando 6leo de fritura ficou entre 40 e 54; ja
guando a fonte de carbono foi a borra de algodao, os valores variaram entre 17
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e 39; Para a borra de milho entre 40 e 47. A solugéo da borra de milho foi o que
apresentou melhor estabilidade, mesmo ndo alcangando os mesmos valores
altos do experimento com a cepa selvagem.

Conforme o aumento do pH, é possivel observar o aumento da
emulsificacdo das solugdes referentes aos experimentos utilizando as fontes de
carbono 6leo de fritura e da borra de algodao, sendo que este ultimo diferiu dos
resultados da cepa selvagem, porém continuou abaixo das demais fontes. Os
da borra de milho ficaram indiferentes ao longo do pH. Acima do pH 7, todos
os valores de emulsificacdo do 6leo de fritura foram superiores aos de S.D.S,
semelhante aos da cepa selvagem.

Pornsunthorntawee et al. (2009) testou a capacidade de emulsificacao
de diversos Oleos vegetais, como 6leo de azeite de oliva, palma e soja.
Observou-se que a porcentagem de emulsificacéo ficou acima de 50% em 24
horas, porém manteve-se abaixo da emulsificacdo por S.D.S, semelhante aos
resultados do presente experimento. O autor destaca que, os resultados
referentes a emulsificacdo contra 6leo de palma, s6 foram superiores que 0s
outros devido o caldo de ramnolipidios ter sido produzido com esse mesmo

6leo como fonte de carbono.

4.5.3.2 Benzeno

Os experimentos de emulsificacdo referentes as solucdes, em diferentes
pHs, de ramnolipidios produzidos pela cepa MPAO1 contra benzeno, estédo
representados pela figura 19, e os referentes a cepa MPAO1 ArhlYZ na figura
20.
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Figura 19 — Atividade de emulsificacdo contra benzeno. Medi¢cOes feitas a

partir de 24 horas da agitacdo das solugbes 0,1% (p/v) de ramnolipidios em
diferentes pHs. Ramnolipidios produzidos pela cepa MPAOL1.
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A atividade de emulsificagdo contra benzeno demonstrou diferencas
notaveis ao longo da faixa de pH. No pH 2 e 3 ndo houve emulsificagdo de
nenhuma solugé@o de ramnolipidios, apenas do dodecil sulfato de sodio.

A solucdo de ramnolipidios produzida utilizando 6leo de fritura foi o que
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mais obteve destaque, aparecendo no pH 4 ja com atividade de emulsificacao
semelhante ao S.D.S, superando-o nos pHSs finais. No pH 9 surge atividade de
emulsificacdo no grupo experimental em que a fonte de carbono foi a borra de
algodéo, superando a atividade do S.D.S, tal tendéncia também foi observada

no experimento com 6leo de soja para cepa mutante (Fig.18).

Figura 20 — Atividade de emulsificacdo contra benzeno. Medi¢cOes feitas a
partir de 24 horas da agitacdo das solucdes 0,1% (p/v) de ramnolipidios em
diferentes pHs. Ramnolipidios produzidos pela cepa MPAO1 ArhlYZ.
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A atividade de emulsificacdo com os ramnolipidios produzidos pela cepa
mutante apresentou melhores resultados do que os da cepa selvagem.
Novamente, observa-se que no pH 2 e 3, a atividade de emulsificagdo das
solucbes de ramnolipidios s&o nulas, exceto pelo grupo experimental em que a
borra de algodéo foi utilizada como fonte de carbono.

Uma diferenca notavel desse experimento € o aumento da atividade de
emulsificacdo dos ramnolipidios produzidos a partir de borra de milho, que na
selvagem ndo chegou aos 10 de atividade. No pH 9, os ramnolipidios
derivados de todas as fontes de carbono obtiveram seu apice em
emulsificacao.

No experimento de Pirdllo et al. (2008) foi testado a emulsificacdo dos
ramnolipidios contra diversas fontes, como petroleo bruto, o6leo diesel,
guerosene e benzeno. A solucdo de ramnolipidios foi produzida usando o 6leo
diesel como fonte de carbono. Em todas as analises, as porcentagens de
emulsificacao ficaram acima de 60%, se destacando o benzeno que ficou em
100% apods 24 horas da agitacdo. Observando o pH da solucéo, o caldo de
ramnolipidios do dleo diesel era de 8,4, 0 que compactua com os resultados do
presente experimento, onde o pH mais alto foi 0 que apresentou os melhores
indices de emulsificacdo contra o benzeno.

Em comparacdo com o estudo de Pornsunthorntawee et al. (2008), a
emulsificacdo contra hidrocarboneto causado pelo caldo de ramnolipidios das
fontes de carbono em questdo, apresentaram resultados superiores ao do
caldo produzido pela cepa isolada P. aeruginosa SP4, usando 6leo de palma
como fonte de carbono. As medicdes para essa cepa ficaram abaixo dos 30%,
enquanto dos residuos conseguiram alcancar mais de 50% no pH 9. O que
corrobora com a literatura, reforcando que a emulsificacdo € dependente direta
da fonte de carbono empregada no processo bioldgico (PATEL; DESAI, 1997;
COSTA et al.,, 2006). O autor destaca que a melhor emulsificagdo ocorreu

contra 6leo de palma, devido ser a mesma fonte empregada no bioprocesso.
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5 CONCLUSAO

Observando os resultados, é possivel inferir algumas conclusées: o 6leo
de fritura foi a melhor fonte de carbono para produc¢éo de ramnolipidios quando
comparado com a borra de algodédo, borra de éleo de milho, glicerol bruto,
glicerol bidestilado e melago, sendo que para a cepa selvagem a producéo é
ainda maior quando comparada com a mutante. Em ambas as cepas, a maior
producédo ocorre em 144 horas, sendo as concentragcbes mais baixas
apresentadas nas primeiras 48 horas.

As borras como fonte de carbono apresentaram melhor rendimento para
a mutante do que a cepa selvagem. Esse fato pode estar relacionado a
presenca de outras moléculas de carbono ndo oleosas na borra, como
carboidratos, favorecendo assim a sintese dos ramnolipidios via FASII e nao
pela B-oxidacao.

Dentre as fontes hidrofilicas, em ambas as cepas, o glicerol bidestilado
apresentou melhor desempenho na producdo de biossurfactante do que o
glicerol bruto, enquanto o melacgo foi a fonte com menor rendimento entre todas
as fontes estudadas no trabalho.

A biomassa das fontes hidrofilicas foi inferior nos experimentos com a
cepa mutante, indicando que, os genes rhlYZ, também estdo relacionados com
a sintese de estruturas primarias. A producao de biossurfactante em ambas as
cepas foram baixas em fontes hidrofilicas, ndo podendo afirmar que a delecéo
dos genes rhlYZ tenha influenciado a producéo.

A diminuicdo da tensdo superficial e interfacial foi promissora nas
solucdes de ramnolipidios produzidas pelo 6leo de fritura e borra de milho, nédo
havendo diferenca significativa entre as cepas. A tensdo superficial ficou abaixo
dos 31 mN/m, e interfacial abaixo dos 1,4 mN/m, semelhante aos experimentos
usando fontes de carbono mais tradicionais.

A concentracdo Micelar Critica (CMC) apresentou estabilidade nas
concentra¢cfes mais baixas das solucdes derivadas da cepa mutante do que da
cepa selvagem, implicando na formacdo de diferentes congéneres entre as
cepas, mesmo utilizando a mesma fonte de carbono. A solucdo derivada do
bioprocesso utilizando borra de algodao foi a que diminui melhor a tensdo em

baixas concentracbes, mas também foi que a manteve mais alta nas
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concentragbes maiores.

A melhor estabilidade de emulsificacdo foi observada nos pHs mais
alcalinos, e derivadas da cepa mutante, tanto contra o 6leo de soja quanto do
benzeno, com destaque para o 6leo de fritura e borra de milho, superando o
detergente convencional em alguns pHs. A emulsificacao foi nula nos pHs 2 e
3, em praticamente todos o0s testes contra benzeno.
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