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RESUMO

Surfactantes sdo moléculas anfipaticas, que devido a presenca de regides com polaridades
distintas apresentam propriedades Unicas como a capacidade de reduzir a tensdo
interfacial e superficial. Os biossurfactantes sdo moléculas bioldgicas que podem ser
sintetizados por uma ampla gama de seres vivos, no entanto os produtores mais estudados
sdo 0s micro-organismos. Apesar das inimeras vantagens dos tensoativos bioldgicos,
como baixa toxicidade, biodegradabilidade e alta estabilidade, estes compostos ndo sdo
amplamente utilizados, devido ao custo de producdo. Por esse motivo, o presente estudo
realizou a construcdo de linhagens mutantes, com a delecéo de genes especificos, rhlG e
rhlYZ e o mutante com a delecdo dupla. Posteriormente foram realizados bioprocessos
em biorreator, utilizando 6leo de girassol e glicerol como fonte de carbono. Esses cultivos
permitiram verificar a influéncia de cada um dos genes na biossintese dos ramnolipidios.
Os dados dos cultivos foram utilizados ainda para tracar os fluxos metabdlicos das
diferentes linhagens de P. aeruginosa MPAOL, a fim de entender melhor o metabolismo
dos ramnolipidios e gerar dados para discussdo de modificacdes genéticas dirigidas que
visem o aumento da producdo. Verificou-se ainda uma nova aplicacdo para esses
glicolipidios, visando a remocdo de azocorantes de solucdes aquosas. Os cultivos
permitiram inferir que o gene rhlG néo é essencial para a produ¢do dos ramnolipidios,
pois sua delecdo ndo resultou em queda na producdo dos ramnolipidios, ja o operon rhlYZ
se mostrou necessario para a producdo de ramnolipidios quando a fonte de carbono
empregada foi hidrofobica. As analises de fluxo levaram a inferir que a porcao hidrofilica
seja 0 gargalo na producdo desses biotensoativos. Além disso estudou-se a adsorcao do
corante téxtil utilizando os ramnolipidios como adsorvente, demonstrou que essas
biomoléculas apresentam potencial de biorremediagéo dos corantes em solugéo aquosa, a

adsorcdo foi melhor em pHs &cidos
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Ramnolipidios, corantes, biorremediacdo, Analise de fluxo metabolico, Pseudomonas

aeruginosa, glicolipidios, surfactantes, biosurfactantes.



ABSTRACT
Surfactants are amphipathic molecules, which due to the presence of regions with distinct

polarities present unique properties such as the ability to reduce surface and interfacial
tension. Biosurfactants are biological molecules that can be synthesized by a wide range
of living beings, however the most studied producers are microorganisms. Despite the
numerous advantages of biological surfactants, such as low toxicity, biodegradability and
high stability, these compounds are not widely used because of the cost of production.
For this reason, the present study carried out the construction of mutant lines, with the
deletion of specific genes, rhlG and rhlYZ and the mutant with the double deletion.
Subsequently, bioprocesses were performed in bioreactor, using sunflower oil and
glycerol as carbon source. These cultures allowed to verify the influence of each of the
genes in the biosynthesis of the rhamnolipids. The culture data were also used to trace the
metabolic fluxes of the different P. aeruginosa MPAOL strains in order to better
understand the metabolism of rhamnolipids and to generate data for the discussion of
directed genetic modifications aimed at increasing production. A further application for
these glycolipids has been found to remove azocorates from aqueous solutions. The
cultures allowed to infer that the gene rhlG is not essential for the production of the
rhamnolipids, since its deletion did not result in a decrease in the production of the
rhamnolipids, whereas the rhlYZ operon was necessary for the production of
rhamnolipids when the carbon source used was hydrophobic. Flow analyzes have led us
to infer that the hydrophilic portion is the bottleneck in the production of these
biotensoativos. In addition the adsorption of the textile dye was studied using the
rhamnolipids as adsorbent, it was demonstrated that these biomolecules present
bioremediation potential of the dyes in aqueous solution, the adsorption was better at

acidic pHs
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glycolipids, surfactants, biosurfactants.
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2.1 BIOSSURFACTANTES

Biossurfactantes sdo compostos de origem biologica, produzidos por uma ampla
gama de micro-organismos como bacteérias, leveduras e fungos filamentosos. Estes
compostos sdo constituidos por uma porcdo hidrofébica, usualmente uma cadeia
hidrocarb6nica de um ou mais &cidos graxos, que podem ser saturados, insaturados,
hidroxilados ou ramificados, ligados a uma porc¢éo hidrofilica que pode ser um éster, um
grupo hidroxi, fosfato, carboxilato ou carboidrato (CAMEOTRA ; MAKKAR, 1998).

A diferenca de polaridade entre as regides hidrofilicas e hidrofébicas dos
biossurfactantes possibilitam a distribuicdo dessas moléculas na interface de dois
compostos imisciveis, conferindo aos biossurfactantes sua propriedade principal que é
capacidade de reducéo das tensdes superficial e interfacial. Estas propriedades os tornam
adequados para serem utilizados em diferentes aplicacdes industriais tais como,
detergéncia, emulsificacdo, lubrificacdo, capacidade espumante, capacidade molhante,

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

2.1.1 Classificacao e estrutura dos biossurfactantes

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

Os biossurfactantes podem também ser classificados de acordo com a sua massa
molecular: os de baixa massa molecular (glicolipidios, lipopeptideos e fosfolipidios) e
de alta massa molecular (biossurfactantes poliméricos e particulados). Esta diferenca

confere diferentes propriedades a esses bioprodutos de tal maneira que, os tensoativos de
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baixa massa apresentam maior atividade superficial, ja os de alta massa exercem melhor
atividade de emulsificacdo (ROSENBERG; RON, 1999).

De acordo com a revisdo bibliografica apresentada por Muthusamy et al, (2008)
grande parte dos biossurfactantes conhecidos sdo os glicolipidios. Sendo estes
constituidos basicamente por carboidratos ligados a &cidos alifaticos ou hidroxialifaticos,
unidos através de uma ligacdo do tipo éter ou éster. Dentro desse grupo 0s
biossurfactantes mais conhecidos sao: soforolipidios, trealoselipidios e os ramnolipidios.

Os glicolipidios sintetizados por Pseudomonas aeruginosa sdo denominados
ramnolipidios, cuja porcdo hidrofilica é constituida por uma ou duas moléculas de
ramnose e a regido hidrofébica por uma ou duas cadeias lipidicas(moléculas de 3
hidroxialcanoatos) (LANG; WAGNER, 1987). A capacidade de producdo de
ramnolipidios por bactérias desse género foi primeiramente descrita por Jarvis e Johson,
(1949). Os biotensoativos produzidos por linhagens de P. aeruginosa podem reduzir a
tensdo superficial da &gua de 72 para 30 mN/m (ABALOS et al, 2001) e sua concentragao
micelar critica esta entre 5 — 200 mg/L (LANG; WULLBRANDT, 1999).

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

A Fig.1 mostra a estrutura quimica dos quatro principais homélogos descritos de
ramnolipidios sendo eles, RL1 (Rha2C10C10), RL2 (RhaC10C10), RL3 (Rha2C10) e

RL4 (RhaC10) (LANG ; WAGNER, 1987).
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Figura 1: Estruturas quimica basicas dos ramnolipidios, RL1 e RL3, 2 moléculas de
ramnose ligadas a 2 e 1 cadeia de &cidos graxos respectivamente , RL2 e RL4 1 molécula

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

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

Na literatura hd uma divergéncia, quando se trata de qual o tipo predominante de
homologo. Para alguns autores os principais ramnolipidios secretados por P. aeruginosa

sdo 0s mono-ramnolipidios (ARINO et al, 1996; SIM et al, 1997). Porém existem relatos



24

afirmando que a maioria dos homologos produzidos séo di-ramnolipidios (DEZIEL et
al, 2000, MATA-SANDOVAL et al, 2001; BENINCASA et al, 2004).

A composicdo e distribuicdo de homologos em uma mistura de ramnolipidios
sdo determinadas pela linhagem bacteriana, condi¢6es de cultivo e composic¢éo do meio
de cultura. Ja as propriedades do biossurfactante produzido dependem da quantidade e
tipo de homdlogos presentes (GUERRA SANTOS et al, 1984). Outra molécula com
atividade de superficie produzida por P. aeruginosa sdo os acidos 3-hidroxialcanoil-
alcanoloxy (3-HAA), tais compostos sdo precursores da regido hidrofobica dos

ramnolipidios (RIKALOVIC et al, 2013).

2.2 BIOSSINTESE DOS BIOSSURFACTANTES

A estrutura anfipatica dos biossurfactantes compreende uma porc¢éo hidrofobica e
uma porc¢ao hidrofilica, em muitos casos a sintese das porc¢des hidrofilicas e hidrofébicas
deriva diretamente do metabolismo primario. As rotas para a sintese desses precursores
sdo diversas e utilizam grupos especificos de enzimas, que em muitos casos, além de
participarem da sintese, atuam também como enzimas regulatérias (DESAI ; BANAT,
1997).

Segundo Syldatk e Wagner (1987), ha quatro possibilidades para a sintese de
glicolipidios:

1. Porgdes hidrofilicas e hidrofobicas sdo sintetizadas por rotas independentes;

2. Porgdo hidrofilica é sintetizada de novo, enquanto a sintese da metade
hidrofobica € induzida pelo substrato;

3. A metade hidrofdbica é sintetizada de novo e a sintese da por¢éo hidrofilica é
dependente do substrato;

4. A sintese de ambas, porcdes hidrofilicas e hidrofobicas, € dependente do

substrato.
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A sintese de ramnolipidios por bactérias do género Pseudomonas esta relacionada
com a primeira possibilidade citada, ou seja, as partes hidrofilicas e hidrofébicas sdo
sintetizadas por rotas independentes. As condicdes de cultivo e a utilizacdo de diferentes
fontes de carbono influenciam na producdo e composi¢do do produto final, porém o
comprimento da cadeia de carbonos utilizados como substratos, nao exercem
influéncia no comprimento da cadeia dos &cidos graxos dos glicolipidios (SYLDATK
et al, 1985b). Acredita-se que assim como a porcdo lipidica, a ramnose que compde 0
ramnolipidio é formado por sintese de novo.

Olvera et al., (1999) concluiram que a conversdo biossintética de glicose em
ramnose ocorre através da acao da fosfoglicomutase AlgC, ja que mutantes algC nao
produziram ramnolipidios. Essa enzima converte D-glicose-6-fosfato em D-glicose-1-
fosfato, a qual é usada por RmIA, RmIB, RmIC e RmID para produzir dTDP-L-ramnose
(OLVERA et al., 1999; ROBERTSON et al., 1994). A sintese de ramnose a partir da
oxidacdo de lipidios fornecidos como fonte de carbono, pode ocorrer a partir do ciclo do
glioxilato, onde acetil-CoA, formada na PB-oxidacdo se une ao Glioxilato, que é
transformado em malato pela malato sintase. O malato é oxidado a oxalacetato que pela

gliconeogénese é convertido em hexoses e posteriormente a ramnose.

Em relacdo a biossintese da porcdo hidrofébica dos ramnolipidios, Campos-
Garcia et al., (1998) relatam a existéncia do gene rhlG, cuja proteina apresenta homologia
com NADPH-cetoacil redutases envolvida na sintese de acidos graxos. Os autores
descrevem que a delecdo do gene rhlG, ndo acarretou em mudangas na taxa de
crescimento e contetdo total de lipidios de Pseudomonas aeruginosa, entretanto a
producdo de ramnolipidios foi totalmente anulada, o que os levou a concluséo de que a

proteina RhIG seria responsavel pela sintese da porcéo lipidica dos ramnolipidios.
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Déziel et al., (2003) apresentaram evidéncias de que o gene rhlA esta envolvido
na sintese dos acidos 3-hidroxialcanoil-alcanoloxy (3-HAA), que sdo 0S precursores
lipidicos dos ramnolipidios e substrato da ramnosiltransferase 1 (RhIB). Eles observaram
que em mutantes com delecdo nos genes rhlA e rhIB nédo havia producéo de 3-HAAs e
ramnolipidios, respectivamente. A homologia de RhlA com transacilases, como a PhaG
envolvida na sintese de poli-hidroxialcanoatos (PHA), levou os autores a proporem que
RhIA é uma transacilase que catalisa a transferéncia do B-hidroxidecanoil associado a
proteina carreadora de acila (ACP) para a coenzima A (CoA).

Zhu and Rock, (2008) corroboraram com os resultados de Déziel et al., (2003)
propondo que s6 ocorre formacdo de 3-HAA na presenca de RhlIA. Esses autores
encontraram que a estereoquimica dos B-hidroxiacidos dos ramnolipidios correspondem
a intermediarios da biossintese dos acidos graxos e ndo a intermediarios da B-oxidagao,
sugerindo que a porcdo lipidica é sintetizada através da classica rota de sintese de acidos
graxos a partir de duas unidades de carbono (FASII), sugerindo ainda que o substrato
preferencial dessa enzima ¢ B-hidroxidecanoil-ACP, pois ao utilizar -hidroxidecanoil-
CoA ndo houve sintese de acido 3-hidroxialcandico, mesmo em uma concentracao de
RhIA dez vezes mais alta. Este estudo levantou duvidas sobre a hipotese apresentada por
Campos-Garcia et al., (1998) de que o gene rhlG seria responsavel pela sintese do
precursor lipidico dos ramnolipidios, pois mutantes com delecdo em rhlG produziram
concentracdes de ramnolipidios proxima aquelas sintetizadas pelas linhagens selvagens.
Dessa maneira a funcdo do gene rhlG permanece desconhecida. Porém o trabalho
realizado por Lovaglio (2011) demonstrou que a produgdo de ramnolipidios é afetada
negativamente pela auséncia desse gene uma vez que a producao de ramnolipidios nesse

trabalho pela cepa P. aeruginosa ArhlG foi inferior quando comparada a outras linhagens.
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Dessa maneira o estudo comparativo do fluxo de carbono dessa linhagem (P. aeruginosa
ArhlG) com a sua cepa selvagem pode levar a uma elucidagio da fungdo do gene rhlG.

Ha ainda uma divergéncia na literatura com relacdo ao papel da p-oxidacdo na
sintese da regido hidrofobica dos ramnolipidios. Zhang e JU et al, (2012) verificaram que
tanto a sintese de novo quanto a B-oxidacdo sdo responsaveis pela sintese dos precursores
lipidicos dos ramnolipidios. Nesse trabalho, os autores realizaram dois tipos de
experimentos: utilizaram em um experimento a glicose como fonte de carbono e em 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 [-oxidacdo) e de 200 a 600
vezes na expressdo dos genes rhlAB relacionados a biossintese de ramnolipidios. Através
da analise de espectrometria de massa, determinou-se o padrdo de incorporacdo de
deutério, oriundo do &cido octadecandico d35, foi observado que o homologo RhaC10
continha de 1 a 15 atomos de deutério em sua molécula, comprovando que tanto a sintese
de novo como a PB-oxidacdo fornecem precurssores para a sintese de ramnolipidios
(ZHANG; JU, 2012).

ABDEL-Mawgoud et al, (2014) relataram que a p-oxidacdo é a fonte
predominante do acido 3-hidroxialcandico principal precursor da parte lipidica dos
ramnolipidios. Os autores relatam queda na producdo de ramnolipidios, quando héa
inibi¢ao da B-oxidacdo, mesmo quando a fonte de carbono empregada é hidrofilica. Os
autores relatam ainda a importancia de outros dois genes na producdo desse
biossurfactante sendo eles os genes rhlY e rhlZ, esse genes estdo localizados um ap6s o
outro no genoma da P. aeruginosa, em um pequeno operon, tal estudo demonstrou que
esse operon é fundamental para produgdo de ramnolipidios, pois quando um ou ambos

estdo ausentes a producdo desse metabolito microbiano cai consideravélmente abdel-



28

mawgoud et al, (2014), portanto € importante um estudo de analise de fluxo de carbono
comparando a cepas ArhlYZ e a selvagem, afim de entender mais sobre o papel desse
operon na producdo de ramnolipidios uma vez que o trabalho realizado por abdel-
Mawgoud et al, (2014) foi o Unico a investigar a importancia desses genes na producapo
dessa molécula. Tal investigacdo pode ajudar a tracar estratégias de engenharia molecular
que possibilitem o aumento na producdo desse importante biossurfactante que vem sendo
estudado a mais de 60 anos.

Sumarizando, primeiramente ocorre a biossintese dos precursores do
ramnolipidios: dTDP-L-ramnose e B-hidroxidecanoil-p-hidroxidecanoato. Na proxima
etapa eles sdo unidos pela ramnosiltransferase 1, codificada pelo gene rhiB, formando o
mono-ramnolipidio (RL2), parte destas moléculas sdo excretadas (assim como pode
ocorrer com seus precursores 3-HAAS), uma outra porcao recebe mais uma molécula de

ramnose, através da acdo da ramnosiltransferase codificada pelo gene rhiC.

2.3 REGULACAO DA BIOSSINTESE

Além da complexa rede de genes envolvidos na producdo dos ramnolipidios por
P. aeruginosa, existe ainda uma intricada regulacdo por trds da producdo desse
biossurfactante. A fim de compreender melhor essa regulacdo € necessario perceber que
a funcéo dos ramnolipidios para a bactéria produtora é bastante diversa. Esses metabélitos
microbianos favorecem seus produtores na competicdo por nichos ecoldgicos, pois
facilitam o acesso e consequentemente a degradacdo de fontes de carbono hidrofdbicas,
podem ainda atuar como antimicrobiano ajudando a eliminar competidores (SOBERON-
CHAVEZ; MAIER, 2011). Os ramnolipidios sdo considerados também como um fator
de viruléncia, pois ajudam as bactérias P. aeruginosa a romper as células epiteliais
humanas durante o inicio da infeccdo de paciente com fibrose cistica (ZULIANELLO et

al., 2006).
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A producéo de muitos fatores de viruléncia e metabdlitos secundarios é regulada
em conjunto com a densidade celular através de um sistema denominado quorum sensing
(LATIFI et al., 1996). O quorum sensing é caracterizado pela producdo de compostos
difusiveis denominados autoindutores, que se acumulam com o aumento da densidade
populacional, promovendo interacdo celular e ativacdo de reguladores transcricionais
(FUQUA; GREENBERG, 1998; SALMOND et al., 1995; WILLIAMS, 2007).

As linhagens de P. aeruginosa apresentam dois sistemas de quorum sensing (QS),
o las e o rhl. Os complexos RhIR/RhII e LasR/Lasl (proteina regulatéria/ autoindutor)
modulam a transcri¢cdo de 5-10% de todo o genoma de P. aeruginosa (DEKIMPE ;
DEZIEL, 2009). Uma terceira molécula sinal, 2-heptil-3-hidroxi-4-quinolona ou
Pseudomonas quinolona sinal (PQS), atua como uma ponte entre o0s sistemas de quorum
sensing las e rhl. A proteina regulatéria LasR é requerida para a biossintese de PQS,
enguanto RhIR promove a ativacdo desta molécula (WAGNER et al., 2008). De acordo
com Juhas et al., (2005) existem reguladores adicionais que controlam os circuitos de
guorum sensing, las e rhl, através do ajuste das respostas desses sistemas.

Dekimpe e Déziel (2009) revisaram a proposta de que LasR seria o regulador
mestre na hierarquia classica de quorum sensing. Os resultados apresentados pelos
autores mostraram que a atividade do sistema rhl ndo é anulada, e sim expressa
tardiamente em mutantes lasR, permitindo, desta maneira, a expressdo de fatores de
viruléncia como a piocianina, ramnolipidios e homoserina lactona durante a fase
estacionéria de crescimento. Além disso, nesta fase de crescimento, RhIR ativa fungdes
especificas controladas por LasR, como 3-0x0-Ci2-homoserina lactona e Pseudomonas
quinolona sinal (PQS), sendo capaz de contornar a auséncia do sistema las. Estes
resultados demonstram que o modelo da hierarquia do sistema QS é mais complexo do

que aquele que propbe a sobreposicao da acao de las ao sistema rhl.
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Isso deixa evidente a complexidade do sistema que regula a biossintese dos
ramnolipidios, e a necessidade de um conhecimento mais aprofundado do metabolismo
bacteriano a fim de promover um novo salto na producéo desse biossurfactante promissor.

Essa linha de raciocinio esta de acordo com Miuller e Hausman., (2011) que
afirma que para ampliar o desenvolvimento do processo de producéo de ramnolipidios,
hd necessidade de informacgdes detalhadas sobre a regulacdo da producdo de
ramnolipidios durante cultivos em biorreator e assim, delinear estratégias baseadas no

conhecimento genético e de engenharia de processos.

2.4 BALANCO DE MASSA

A modelagem de sistemas bioldgicos é bastante complexa, pois eles ndo seguem leis
rigidas, diferente dos modelos eletrdnicos, fisicos e quimicos. Porém esses sistemas estao
submetidos a algumas regras, como a lei de conservacdo de massa (Varma; Paisson,
1993).

O balanco de massa é uma ferramenta indispensavel para analisar o equilibrio de
reacOes quimicas e bioldgicas. Essa abordagem é uma poderosa ferramenta a fim de
avaliar o destino do carbono em um bioprocesso (Varma; Paisson, 1993).

A realizagdo do balango de massa leva a conhecimentos, que possibilitam a
otimizagdo tanto da linhagem, como do bioprocesso, estabelecendo assim altos
rendimentos do produto e boas taxas de conversdao. O conhecimento do fluxo de carbono
pode facilitar a deteccdo de desvios no metabolismo microbiano que levem a formacao
de subprodutos indesejados no processo (BUCHHOLZ et al., 2013). A analise de fluxo
metabolico é uma ferramenta que aliada as ferramentas denominadas émicas (genémica,
protedmica e metabolémica), pode ajudar a desenhar novas linhagens para aplicacao

industrial, uma vez que a mesma realiza uma integracéo final entre a expresséo génica,
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concentracdo proteica, cinéetica das proteinas, regulacdo e as concentracdes de
metabolitos. Sendo assim esse tipo de analise pode ser ainda denominada fluxémica

(KROMER et al., 2014).

2.5 APLICACOES DOS BIOSSURFACTANTES

A preocupacdo com 0 meio ambiente e industria sustentavel fizeram com que 0s
biossurfactantes se tornassem um dos principais alvos das industrias. Isso ocorre devido
ao fato desses bioprodutos serem moléculas menos nocivas ao meio ambiente e robustas
0 bastante para aplica¢des industriais (MARCHANT ; BANAT, 2012).

Os biossurfactantes possuem diversas aplicaces na industria, incluindo
cosméticos, formulacBes farmacéuticas, industria agricola, alimenticia, recuperacao de
petréleo e biorremediacdo (KITAMOTO et al, 2002; SANDRIN et al, 2000; RAHMAN

etal, 2003; LIU et al, 2017).

2.5.1 Funcao bioldgica dos biossurfactantes

Mesmo com todas as pesquisas que vem sendo realizadas na area de
biossurfactantes, muitos dos papeis ambientais e ecoldgicos desses metabdlitos para seus
produtores ainda ndo estdo bem elucidados. Porém, muitas fungdes foram atribuidas a
esses bioprodutos ao longo de décadas de pesquisas. Uma das proposicdes € de que 0s
biossurfactantes possam favorecer seus produtores na competi¢do por nichos ecoldgicos.
O crescimento de micro-organismos produtores de biossurfactantes pode ser favorecido
em ambientes contaminados com hidrocarbonetos ou bastante oligotréficos (SOBERON-
CHAVEZ; MAIER, 2011).

Outro possivel papel dos biossurfactantes para seus produtores € que, tais
metabolitos favoreceriam a absorcéo e degradacédo de hidrocarbonetos, porém a producéo
dos surfactantes bioldgicos ndo esta necessariamente atrelada a degradacdo de

hidrocarbonetos uma vez que esses metabdlitos microbianos podem ser produzidos
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mesmo na auséncia de hidrocarbonetos e fontes oleosas. Ha ainda a possibilidade da
producdo de biossurfactantes estar relacionada a condicdes de estresse, em que ele serviria
para a protecéo das células microbianas (SOBERON-CHAVEZ; MAIER, 2011).

Chrzanowski et al,(2012) relataram que os ramnolipidios podem estar associados
a mobilidade bacteriana e a formacéo de biofilmes. Segundo os autores a mobilidade da
bactéria P. aeruginosa esta relacionada a producéo da proteina Pili IV, os autores dizem
ainda que baixos indices de nitrogénio levam a sintese das estruturas necessarias para a
locomocdo bacteriana bem como a producdo de ramnolipidios. Sendo sugerido que P.
aeruginosa produza esse biossurfactante e as estruturas necessarias para a movimentacao,
a fim de colonizar novos ambientes em busca de nitrogénio (CHRZANOWSKI et
al,2012).

Outra funcdo bioldgica atribuida aos ramnolipidios é a de solubilizar moléculas
sinalizadoras produzidas por P. aeruginosa (PQS). Esse sinalizador é pouco solivel em
ambiente aquoso, tendo assim sua funcdo comprometida em tais ambientes, porém,
qguando secretado, o ramnolipidio ajuda a solubilizar o PQS, aumentando

consequentemente a bioatividade desse sinalizador (CALFEE et al, 2005).

2.5.2 Biossurfactantes na medicina

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

Gomes e Nitschke. (2012) relataram que a surfactina e o ramnolipidio podem ser
usados ndao s6 para remover o biofilme j& estabelecido, como também prover um

tratamento de superficie de maneira a modificar as propriedades superficiais. Este tipo de
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tratamento dificulta a formacdo posterior de filmes bacterianos gerados por
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes e Salmonella enteritidis, que sdo
patdgenos, normalmente associados a alimentos, eliminando assim contaminacfes e
evitando re-colonizacbes em superficies, tanto em cozinhas como em ambientes
hospitalares.

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

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

Héa ainda relatos de que alguns biossurfactantes da classe dos glicolipidios podem
causar diferenciacdo em células leucémicas humanas, que ap6s serem tratadas com esses
metabolitos se diferenciaram em mondcitos e granulécitos (ISODA et al, 1997).

Outra aplicacdo dos ramnolipidios na area da salde é seu uso como inseticida de
origem bioldgica, frente ao Aedes aegypti. Esse metabolito microbiano foi eficiente
contra a fase larval e o adulto dessa importante espécie de mosquito, transmisora de
diversas arboviroses, de importancia médica tais como: dengue, chikungunya, zika e febre
amarela urbana. Os ramnolipidios produzidos por P. aeruginosa apresentaram ainda
capacidade de repeléncia frente ao A. aegypti, podendo assim serem empregados como
uma eficiente ferramenta de prevencéo as doencas transmitidas pelo mesmo seja pela sua

atividade repelente ou pelo controle do vetor (SILVA et al, 2015a).
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2.5.3 Aplicacdes na agroindustria

Dentro da agroindustria, os biotensoativos também tem atraido atencdo por
demonstrarem atividade antimicrobiana e possuirem uma baixa toxicidade, o que permite
seu uso frente a micro-organismos fito-patdégenos. De acordo com Kim et al, (2000)
soforolipidios e ramnolipidios, foram utilizados para combater os fungos causadores de
manchas cinzas e moles em tomates e magca.

Ha relatos de que os ramnolipidios podem ser utilizados para a protecdo de
videiras contra o ataque de Botrytis cinérea, pois inibem a germinacao de esporos, bem
como o crescimento do micélio (VARNIER et al, 2009). Vatsa et al, (2010) relata em
sua revisdo a atividade antifingica dos ramnolipidios contra diversos fungos patdgenos
de plantas, tais como Botrytis sp, Rhizoctonia sp, Pythium sp, Phytophtora sp. e
Plasmopara sp.

Os ramnolipidios também demonstraram atividade contra zodsporos de patdgenos
de plantas. Nesse caso, o biossurfactante age lisando-o0s, através da interacdo do
ramnolipidio com a membrana plasmatica dos mesmos, 0 que leva a morte por
extravasamento celular (VARNIER et al, 2009). Vale ressaltar que os ramnolipidios
podem ser usados como fungicidas em plantas, tanto na forma pura como misturado ao
caldo fermentado livre de células. A aplicacdo do produto ndo purificado leva a uma
reducdo nos custos do tensoativo, tornando-o mais competitivo em relacdo aos
antifangicos comerciais (SHA et al, 2012).

Ainda relacionado a protecdo de plantas contra seus patdgenos, recentemente foi
relatado que os ramnolipidios podem ativar o sistema imunoldgico de Arabidopsis
thaliana. Quando em contato com esse biossurfactante a planta acumulou moléculas

sinalizadoras e ativou 0s genes de defesa. Essa resposta participa da resisténcia contra
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bactérias hemibiotroficas e também oomicetos biotroficos, tais como Pseudomonas
syringae e Botrytis cinérea (SANCHEZ et al, 2012).

Os ramnolipidios podem ainda atuar como inseticidas biologicos (KIM et al,
2011). Os homologos de di-ramnolipidios C32HsgO13 € C34He2013 sdo relatados como os
principais metabolitos a exercer atividade contra o pulgdo da espécie Myzus persicae,
uma concentracdo de 100 pg/ml de di-ramnolipidios se mostrou capaz de eliminar 100%
dos pulgdes, esses metabolitos atuaram principalmente na membrana da cuticula dos
pulgdes (KIM et al, 2011).

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

Outra aplicacdo dos biossurfactantes na agroinddstria é a utilizacdo dos
ramnolipidios no tratamento de sementes, facilitando a germinacéo e o desenvolvimento
das mesmas, 0 que pode facilitar a germinacdo de sementes dormentes (SILVA et al,

2015D).

2.5.4 Biorremediagdo
O potencial para o uso dos biossurfactantes na area de biorremediacdo vem sendo
estudado h& mais de 20 anos. Tais metabolitos microbianos podem ser empregados na
limpeza de ambientes aquaticos e terrestres contaminados por petroleo, petroderivados e
metais pesados (BANAT, 1995).
Costa et al, (2010) demonstraram o potencial dos ramnolipidios para a remogéo
de petroleo bruto de areias contaminadas. Nesse trabalho, observou-se uma remocao de

até 98% do petroleo, utilizando o ramnolipidio comercial JBR599 (Jeneil Biosurfactant
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Co., Saukville, USA) em sua concentracdo micelar critica (CMC). Porem quando o
ramnolipidio utilizado na lavagem da areia foi o denominado pelo autor como L2-1 a
remocao de 6leo foi menor atingindo um indice de 69% na CMC. Foi observado um
aumento de 15% na taxa de remocdo quando a concentracdo utilizada ultrapassou em 5%
a CMC. Segundo os autores, dois mecanismos estdo associados a remocéo do petrdleo, a
mobilizacdo que ocorre em concentracdes inferiores a CMC e a solubilizacdo que ocorre
em concentracdes superiores a CMC (COSTA et al,2010).

Outros estudos realizados na area de biorremediacdo demonstraram que uma
solucdo contendo 2% de ramnolipidios foi capaz de remover 74% do cobre contido em
solo contaminados (VENKATESH ; VEDARAMAN, 2012). Wang e Mulligan, (2009),
relataram que biossurfactantes podem ser Uteis na remoc¢édo de arsénio de rejeitos da
mineracdo. Os surfactantes microbianos podem ainda ser empregados na remocdo de
cromo (V1) tanto do solo como da 4gua (ARA ; MULLIGAN, 2008).

Ainda na éarea de biorremediacdo os trabalhos de Awasthi et al, (1999)
demonstraram que os surfactantes produzidos por Bacillus subtilis auxiliaram a
degradacdo de pesticidas por micro-organismos.

Segundo Liu et al. (2017), os biossurfactantes aumentam a biodegradacdo de
hidrocarbonetos por micro-organismos atuando através da emulsdo e solubilizacdo dos
hidrocarbonetos tornando-os mais biodisponiveis paras 0s micro-organismos presentes
no ambiente, eles podem ainda aumentar a atividade enzimatica da microbiota e por
consequéncia facilitar a biodegradagéo desses petroderivados (WANG et al., 2017).

Os ramnolipidios podem ainda ser utilizados para ajudar a promover a
fitorremediacdo. Zhu e Zhang, (2008) avaliaram a influéncia dos ramnolipidios na

remocdo de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos por plantas do género Lolium
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mostrado que em algumas concentracdes a presenca dos ramnolipidios favorece a

remocao desses compostos pelas raizes das plantas.

2.5.5 Outras aplicacdes

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

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

Recentemente uma nova aplicagdo relatada para os ramnolipidios na éarea de
limpeza diz respeito a limpeza de membranas de ultra filtragdo tais como as utilizadas na
fabricagdo de queijos. O ramnolipidio se mostrou mais eficiente que o dodecil-sulfato de
sodio na limpeza das membranas de ultra filtracdo, além de apresentar uma recuperacao
de 100% do fluxo inicial apresentado pela membrana (AGHAJANI et al, 2018).

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

ramnolipidios apresentaram atividade antimicrobiana (GANESH et al, 2010).

2.6 PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTES

Os biossurfactantes de origem microbiana tém recebido um grande interesse,
devido a sua biodegradabilidade, baixa toxicidade e ampla gama de aplicacGes. Apesar
das vantagens apresentadas, 0s biotensoativos ndo sdo amplamente utilizados

comercialmente devido aos altos custos de producéo, associados a baixa produtividade e
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ao uso de substratos caros. Trés estratégias tem sido adotadas para tornar os custos do
processo de producdo mais baixo, dentre elas: (1) a utilizacdo de residuos ou matéria-
prima de baixo custo; (2) o desenvolvimentos de bioprocessos eficientes para producéo e
recuperacdo do produto, incluindo otimizacdo das condicdes de cultivo; (3) ou ainda o
desenvolvimento de mutantes ou linhagens recombinantes para aumentar o rendimento

do biossurfactante (MUKHERJEE et al, 2006).

2.6.1 Substratos alternativos

Estima-se que a matéria-prima seja responsavel por até 30% dos custos totais de
producdo em muitos processos biotecnoldgicos (MUKHERJEE et al, 2006). O uso
de fontes de nutrientes alternativas para a sintese de biossurfactantes pode reduzir o
problema econdmico da producdo desses bioproduto, para isso poderiam ser utilizados
subprodutos agricolas ou de processamento industrial. A adogdo desses residuos contribui
para a redugdo da poluicdo ambiental, agrega valor aos mesmos, além de evitar o descarte
indevido no meio ambiente.

A indUstria de 6leo e gordura gera grandes quantidades de residuos. Estes sdo
provenientes tanto da extracdo como da utilizagdo de Oleos vegetais. Alguns estudos
demonstraram que estas fontes de carbono alternativas podem ser utilizados como
substratos por linhagens produtoras de ramnolipidios (BENINCASA et al, 2002;
NITSCHKE et al, 2005a; COSTA et al, 2005; RAZA et al, 2007). Alguns autores relatam
ainda o emprego de melaco de cana, residuos da producdo de queijo, batata e mandioca
como fontes para a producao de biotensoativos (MUKHERJEE et al, 2006).

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

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

Outra fonte alternativa para a producédo de ramnolipidios € o glicerol o qual
tem sua oferta aumentada devido ao fato de ser um subproduto da producéo do biodiesel.
No Brasil desde 2008 a adicédo de 2% de biodiesel ao diesel convencional é obrigatoria,
em 2013 essa porcentagem subiu para 5%, levando a uma producéo indireta ainda maior
deste insumo. Na Unido Europeia, companhias de producdo de biodiesel enfrentam
problemas em relacdo ao excesso de glicerol produzido, devido ao custo de descarte e ao
baixo valor agregado desse subproduto. A utilizacdo do glicerol como fonte de carbono
em processos biotecnoldgicos, como a producdo de biossurfactante, pode ajudar na
reducdo do acumulo desse subproduto e ainda favorecer a producao de biossurfactantes
(SILVA et al, 2010b).

O bagaco da cana de acUcar, que também é um subproduto da industria dos
biocombustiveis, também tem sido utilizado para a producéao de biotensoativos, como 0s

glicolipidios produzidos por Scheffersomyces stipitis (MARCELINO et al, 2017).

2.6.2 Fatores que influenciam a producao

Entre os parametros que influenciam o tipo e a quantidade de produto formado
estdo: a natureza da fonte de carbono, possiveis limitagcbes nutricionais e parametros
fisicos e quimicos, como aeracdo, agitacdo, temperaturae pH (FIECHTER, 1992).

Elevadas propor¢cdes C/N (GUERRA-SANTOS et al, 1984; RAZA et al, 2007;
WU et al, 2007; LOVAGLIO et al, 2010) e C/P (MULLIGAN et al, 1989) estimulam a
sintese de ramnolipidios, enquanto altas concentragdes de céations bivalentes,
especialmente ferro, sdo inibitérias (GUERRA-SANTOS et al, 1986; VENKATA et
al, 1989). A utilizacdo de NH 4", glutamina, asparagina e arginina, como fonte de

nitrogénio, inibem a producdo de ramnolipidios, enquanto NOgz", glutamato e aspartato
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promovem a sintese (MULLIGAN e GIBBS, 1989; VENKATA, RAMANA e
KARANTH, 1989).

O nitrato ¢é relatado como a melhor fonte de nitrogénio para a producdo de
ramnolipidios, pois estimula a expressao do gene rhlAB, um dos principais responsaveis
pela sintese desse bioproduto (VENKATA, RAMANA E KARANTH, 1989; MANRESA
et al, 1991 e ARINO et al, 1996). A preferéncia por essa fonte de nitrogénio pode estar
relacionada ao fato de P. aeruginosa ser apta a fazer desnitrificacdo utilizando o nitrato
como aceptor de elétrons (MANRESA et al, 1991). Fatores ambientais e condicGes de
crescimento como pH, temperatura, agitacdo e disponibilidade de oxigénio afetam a
producdo de biossurfactantes, interferindo no crescimento e na atividade celular (DESAI
e BANAT, 1997).

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

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

A formagédo de espuma durante a producdo de biossurfactante em biorreator
é¢ um dos grandes problemas enfrentados. JA que ndo se pode descartar 0 excesso
de espuma, pois neste contetdo ha biossurfactante, células e nutrientes, ha situagcdes em

que € necessaria a interrupcao da fermentacédo, antes do periodo estabelecido, acarretando
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em um menor rendimento. Na tentativa de diminuir a formacao de espuma, Adamczak e
Bednarski, (2000) adicionaram 4% de 6leo de soja ap0os 48 e 96 horas de cultivo, porém

houve queda na producéo de 45 para 28 g/L.

2.6.3 Melhoramento de linhagens

Os micro-organismos evoluiram para sobreviver sob condi¢fes naturais e ndo sao
propensos a exibirem alta producdo e acumulo de qualquer biomolécula, portanto,
implementacdo de um processo de producdo novo, econdmica e ambientalmente
competitivo, para qualquer produto, inclusive os ramnolipidios, exige o desenvolvimento
de estratégias de engenharia que satisfagam a demanda em termos de produtividade
(KUHN et al 2010).

A compreensdo limitada da fisiologia da regulacdo microbiana e a falta de
modelos preditivos para as reacdes de biocatélise da célula como um todo sdo as
principais razfes para as baixas produtividades de produtos microbianos em geral
(WOODLEY 2008). De acordo com Miller e Hausman., (2011) para aumentar o
desenvolvimento do processo de producdo de ramnolipidios, h& necessidade de
informacdes detalhadas sobre a regulacdo da producéo de ramnolipidios durante cultivos
em biorreator e assim, delinear estratégias baseadas na engenharia metabdlica visando o
aumento da producdo de ramnolipidios.

A engenharia metabolica permite otimizar a produtividade e fatores de conversdo
de substrato aos produtos de interesse através da analise de fluxos metabdlicos (AFM),
que podem ser determinados com medidas de velocidades especificas de producao e
consumo de metabolitos intra e extracelulares (STEPHANOPOULOS et al., 1998). A
analise de fluxo metabolico pode ser feita também através de experimentos onde se
emprega substratos rastreadores como o isotopo estavel 13C e os resultados obtidos

permitem a elaboracdo de um mapa metabdlico com um diagrama das principais reagoes
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bioquimicas envolvidas e a estimativa das velocidades de cada passo em estado
estacionario (GOMBERT e NIELSEN, 2000).

As etapas compreendidas pela engenharia metabdlica sdo: (1) analise do
metabolismo da linhagem em questdo; (2) proposta de modificacdes genéticas que
acarretem em melhor desempenho na biossintese do produto de interesse e (3) construgédo
da linhagem modificada, através da aplicacdo de técnicas da engenharia genética. A
analise de fluxos metabolicos € uma importante ferramenta no desenvolvimento das duas
primeiras etapas, pois permite o estabelecimento de fluxos em uma dada rede metabolica
e a partir dos resultados obtidos propor mudancas genéticas que resultem em alteracédo
dos fluxos e consequente aumento da producdo do composto de interesse (NIELSEN et
al., 2001).

A aplicacdo da engenharia metabolica no processo de producdo de
ramnolipidios pode fornecer informacdes sobre o fluxo de carbono nas rotas metabdlicas
utilizadas pela bactéria e a partir disso, estabelecer mudancas genéticas nas linhagens de
P. aeruginosa, focando o aumento da producdo do bioproduto, adotando uma estratégia

estruturada na modelagem dos sistemas bioldgicos.

2.6.4 Producdo em biorreatores

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

Linhardt et al (1989) relataram em seu trabalho, uma producdo de 46 g/L de
ramnolipidios. Os experimentos desenvolvidos por eles foram conduzidos, em

batelada, e a fonte de carbono utilizada foi 6leo de milho. Miller et al (2010) utilizaram
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0 sistema no modo de batelada e alcancou 38 g/L de ramnolipidios produzidos por P.
aeruginosa PAO1. Trummler et al, (2003) conseguiram uma producdo de 45 g/L
operando o sistema em batelada alimentada, a fonte de carbono foi 6leo de canola.

Alguns autores relatam um decréscimo na producdo desses biotensoativos
quando o cultivo ocorre no modo batelada alimentada. Lovaglio et al, (2010) obteve
uma producdo 16,9 g/L de ramnolipidios com cultivo em batelada, porém ao utilizar o
sistema alimentado a producdo caiu para 4g/L. Experimentos utilizando alimentagédo
também apresentaram efeito negativo na producdo de biossurfactantes por Candida
antarctica, acarretando em uma reducdo de 45,5g/L para 28,09/L (ADAMCZAK;
BEDNARSKI, 2000).

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

ZHU et al, (2012) utilizaram da cinética de fermentacdes acoplada a modelagem
matematica em seus experimentos. A modelagem mostrou que a producdo deveria
continuar aumentando quando os dados experimentais ndo condiziam com o predito. Os
autores decidiram empregar a alimentacdo para verificar se dessa maneira a producao
continuaria aumentando, os resultados foram positivos, uma vez que a alimentacéo,
acarretou em um aumento de 2,93 vezes na concentracdo do produto atingindo a
concentracgéo final de 70,56 g/L.

Estes resultados comprovam que a alimentagdo pode ser uma estratégia

empregada para aumentar a concentracdo final de ramnolipidios, tornando o processo
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mais rentavel, esse trabalho mostra a importancia do uso da modelagem para uma maior
compreencdo dos processos fermentativos e consequentemente na producdo dos
biossurfactantes.

A revisdo bibliografica demonstra que apesar de todas as pesquisas desenvolvidas
voltadas para a producdo dos biossurfactantes, em especial dos ramnolipidios ainda
existem lacunas de conhecimento acerca do metabolismo desses biotensoativos e que 0
uso de técnicas como a andlise de fluxo de carbono pode ajudar a preencher essas lacunas,
podendo possibilitar um aumento na producdo desses biotensoativos , o que viabilizaria
um aumento no uso desses metabolitos microbianos e consequentemente reduziria 0 uso

dos surfactantes quimicos reduzindo os impactos ambientais causados pelos mesmos.
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3 CAPITULO I I - CONSTRUCAO DAS CEPAS MUTANTES DE P.

aeruginosa.
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3.1 INTRODUCAO

A bactéria Pseudomonas aeruginosa € a reconhecidamente o principal micro-
organismo utilizado na producao de ramnolipidios (SANTOS et al., 2016), sendo ela uma
bactéria Gram negativa extremamente versatil que pode estar presente em diversos nichos
ecologicos como solo e ambientes marinhos. Tal bactéria pode metabolizar diversas
fontes de carbono inclusive algumas ndo convencionais devido ao seu genoma complexo
(FILLOUX; RAMOS, 2014).

O genoma da P. aeruginosa se aproxima em tamanho e complexidade ao genoma
dos eucariotos mais basais, além disso, esse micro-organismo apresenta ainda uma grande
plasticidade no genoma e uma ampla gama de reguladores, 0 que permite a essa espécie
bacteriana a colonizacéo novos ambientes (FRANK, 2012).

A maioria dos estudos de biologia molecular sdo realizados em Escherichia coli, o
organismo procarionte modelo, porém com a evolucéo das técnicas de biologia molecular
novos organismos estdo surgindo como modelos interessantes a serem estudados e a P.
aeruginosa € um deles, principalmente pela sua versatilidade metabdlica, sendo esse o
motivo de diversos protocolos de biologia molecular serem bem estabelecidos para essa
bactéria (FILLOUX; RAMOS, 2014).

Ao longo dos anos essa espécie microbiana vem sendo utilizada como modelo em
diversos estudos nas areas de: biologia molecular, genética de procariontes, metabolismo
e patogenicidade.

A Pseudomonas aeruginosa PAO1 é apontada como a cepa modelo para a produgéao
de ramnolipidios (MULER et al, 2010). Além disso a P. aeruginosa PAO1 possui 0 seu
genoma completamente sequenciado e acessivel, o que facilita estudos nas areas de

metabolismos e engenharia metabdlica utilizando tal cepa, sendo esse o motivo de se
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escolher essa linhagem como base para a construcdo e desenvolvimento das cepas

mutantes a serem utilizadas no presente estudo.

3.2 OBJETIVO

e Realizar a construcao das cepas mutantes:
o Pseudomonas. aeruginosa MPAO1 ArhlG (linhagem selvagem com a
delecdo do gene rhiG)
o Pseudomonas. aeruginosa MPAO1 ArhlYZ (linhagem selvagem com
delecéo nos genes rhlY e rhlZ que se encontram em um pequeno operon)
o Pseudomonas. aeruginosa MPAO1 ArhlGArhlYZ (linhagem selvagem

com a delegéo do gene rhlG e dos genes rhlYZ).

3.3 MATERIAL E METODOS

3.3.1 Micro-organismo utilizado
A P. aeruginosa PAOL1 é linhagem de Pseudomonas mais utilizada no mundo para
pesquisa, ela é derivada da linhagem original australiana P. aeruginosa PAO. Apds
décadas de discordancia acerca do fenotipo dessa bactéria as sub-linhagens de PAO1
surgiram, tomando a cepa PAO1-UW que possui 0 genoma sequenciado como referéncia
(essa cepa recebeu o sufixo UW, pois o projeto de sequenciamento foi liderado pela
universidade de Washington), foi possivel separas as linhagens MPAQO1 e PAO1-DSM,
a sub-linhagem P. aeruginosa MPAOL1 foi utilizada pela universidade de Washington
para a construcdo de uma biblioteca de mutantes, construidos pela insercao de transposon
(KLOCKGETHER et al., 2010).
Devido a essa sub-linhagem estar accessivel e ja possuir uma biblioteca de
mutantes previamente construida escolheu-se trabalhar com ela. Dessa forma linhagem

utilizada para a construgdo dos mutantes foi a P. aeruginosa MPAOL1, oriunda do banco
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de micro-organismos do Institute of Applied Microbiology — iAMB da RWTH Aachen

university.

3.3.2 Procedimento de delecio dos genes de interesse

3.3.2.1 Extracéo e purificacdo do DNA genomico

Inicialmente, inoculou-se 100uL, da linhagem P. aeruginosa MPAO1 que estava
congelada a -80°C, em um tubo de ensaio esteril contendo 5ml de caldo Lisogénico
(LB). O material foi mantido a 37°C e 200 RPM por 12 horas.

Apds o periodo de incubacdo, utilizou-se o kit high pure PCR template preparation
kit da Roche, para realizar a extracdo do DNA genémico da bactéria.

O DNA extraido foi entdo purificado utilizando o kit high pure PCR product
purification kit da Roche, ap6s a purificacdo o DNA foi quantificado utilizando

NanoDrop™ One/OneC da Thermo Fisher scientific.

3.3.2.2 Construcdo do plasmidio pMEG contendo as regiGes adjacentes aos genes
de interesse

Para construir o plasmidio contendo as regides adjacentes aos genes alvos,
realizou-se inicialmente a digestdo do plamidio pEMG (Martinez-Garcia e de Lorenzo,
2011), que se encontrava na biblioteca de plamidios do Institute of Applied Microbiology
—iAMB da RWTH Aachen university. O plamidios foi extraido utilizando o Monarch®
Plasmid Miniprep Kit da NEB e posteriormente purificado utilizando o kit Monarch®
PCR & DNA Cleanup Kit. Apds isso o plasmidio foi digerido utilizando a enzima de
digestdo Xbal, a 37°C “overnight”. ApoOs a digestdo tratou-se o material com uma
fosfatase, para evitar a recircularizacdo do plasmidio. A Figura 2 mostra um esquema do

plasmidios antes e depois da digestao.
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Figura 2: Desenho esquematico do plasmidios pMEG (A) antes e (B) apds a digestao
pela enzima XBAI.
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Fonte: elaborada pelo proprio autor.

3.3.2.2.1 Amplificacédo das regides adjacentes aos genes de interesse

Ap0s a realizar a extracdo do DNA gendmico da bactéria P. aeruginosa MPAO1,
foi necessario amplificar as regides adjacentes aos genes de interesse, afim de construir o
plasmidio que vai auxiliar na dele¢do do gene alvo.

Tais regides foram denominadas TS1 e TS2 de cada gene. A fim de amplificar tais
regides utilizou-se a ferramenta NEBuilder Assembly Tool v1.12.15 fornecida pela New
England Biolab disponivel no site www.nebgibson.com; essa ferramenta ajudou a
desenhar os primers a serem utilizados na amplificacdo das regides TS de ambos o0s genes
e na construcdo do vetor utilizado para a delecdo dos genes alvos.

Os primers utilizados para a amplificacdo das regides TS1 e TS2 do gene rhlG

foram:
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Tabela 1: Tabela dos primers utilizados para amplificacdo da regido TSI e TS2 do gene

rhlG.

Primers Descricéo

AGCTCGGTACCCGGGGATCCGTAGTGCCAATGCACGTCGAGG Forwad - TS1

AGTCATTCCCGCGCCGCCAATCCGGGTA Reverse- TS1
TTGGCGGCGCGGGAATGACTCCGGGLTG Forward- TS2
TTGCATGCCTGCAGGTCGACCAGCGTTTCCGCCAGCTG Reverse- TS2

Ja para a amplificacdo das regides TS1 e TS2 dos genes rhlYZ foram utilizados
0S seguintes primers:

Tabela 2: Tabela dos primers utilizados para amplificacdo da regido TSI e TS2 dos genes

rhlYZ.

Primers Descricéo

GCTCGGTACCCGGGGATCCTGGAGCGTTCTCCATCACCCCCGGC  Forwad — TS2

GAGGGACTTCTCCGCCGCGCCGCCCTCT Reverse- TS2
GCGCGGCGGAGAAGTCCCTCACTGGATCATG Reverse- TS1
TGCATGCCTGCAGGTCGACTGGCGACGAATACGTGCTG Forward- TS1

As regides em vermelho sdo responsaveis por se ligar ao backbone do plasmidio
PMEG a ser utilizado apds o mesmo ser digerido utilizando a enzima Xbal, as regides em
verde foram responsaveis por fazer o overlaping das regides TS1 e TS2 durante a reacéo
de Gibson e as regides em preto se alinham com o a regido TS para amplifica-la como é

como demonstrado na Figura 3.
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Figura 3: Figura representando as ligacdes das regifes TS1 e TS2 no backbone do

plamidio digerido com a enzima XBAI
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Fonte: elaborada pelo proprio autor.

As regides TS dos genes foram entdo amplificadas pela técnica de PCR.

3.3.2.3 Reagdo de Gibson

Ap6s a amplificacdo das regides TS1 e TS2 adjacentes aos genes de interesse e a
digestdo do plamidios pMEG realizou-se uma reacdo de Gibson utilizando o Gibson
Assembly Cloning Kit, para a ligacdo do backbone do plamidio as regides TS, a correta
formagdo do plasmidio foi entdo confirmada através de uma reacdo de PCR e posterior

visualizacdo do produto da mesma em gel.

3.3.2.4 Insercdo dos plasmidios na bactéria e incorporacdo no DNA genomico
utilizando o mating triparental

O plamidio pMEG contendo as regides TS1 e TS2 do gene rhlG e dos genes rhlYZ

foram posteriormente inseridos em diferentes células competentes de E. coli, a
transformacéo se deu da seguinte maneira:

100 pL de uma solucéo de células competentes de E. coli DH5a Apirll foram

adicionadas a um eppendorf de 2ml e mantidas em gelo, adicionou-se entédo 5uL do

produto de uma das reagdes de Gibson as células competentes (plasmidios contendo as
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regides TS do gene rhlG ou do plasmidio contendo as regides adjacentes dos genes
rhlYZ) , esse material foi agitado 5 vezes pipetando para cima e para baixo (agitando
levemente para ndo causar lise celular), a mistura foi mantida em gelo por 30 minutos,
apos isso o material fui submetido a um choque térmico sendo colocado a 42°C por 90s.
Adicionou-se entdo a solucdo 300uL do meio de cultura SOC, o material foi entdo
incubado a 37°C, 250 rpm por 60 minutos, as células foram re-suspensas e duas amostras
de 100 pL foram inoculados em 2 placas contendo LB &gar e canamicina na concentracdo
de 50pug.mlt (o suficiente para inibir o crescimento da E. coli sem o plasmidios contendo
0 marcador de resisténcia), as placas foram incubadas “over night” a 37 °C.

24 clones de cada placa foram selecionados e transferidos para uma nova placa de
LB agar com canamicina na concentracdo de 50pg.ml? esses clones foram entdo
submetidos a um PCR de colbnia utilizando os primers (BWO013 -
TTTGCACTGCCGGTAGAAC e BW014 - AATACGCAAACCGCCTCTC) os quais se

ligam a regides especificas do plasmidio pPEMG como é possivel visualizar na Figura 4:
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Figura 4: Esquema do plasmidios pEMG mostrando a localizagdo dos primers BWO013 e

BWO014.

(3097 .. 3115) BWO014

(2557 ..

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Tais primers foram utilizados com a finalidade de amplificar as regides TS1 e TS2
inseridas nos plasmidios, o que indicaria a construgdo correta do mesmo. Realizou-se
posteriormente a corrida de um gel permitindo assim estimar o tamanho do fragmento
amplificado permitindo assim inferir sobre a presenca ou ndo dos fragmentos de interesse
nos clones selecionados. Dentre os clones que apresentaram os fragmentos desejados
escolheu-se um deles para a extracao e sequenciamento do plasmidio, a fim de confirmar
sua construcéo.

Confirmada a presenca dos plasmidios nos clones da E. coli DH5a Apirll tais

cepas foram armazenadas no banco de micro-organismos da universidade.
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Posteriormente, realizou-se o mating triparental para transferir o plasmidios pMEG
contendo as regides TS1 e TS2 para a bactéria P. aeruginosa MPAOL.

O mating foi realizado em placa contendo Agar LB sem presenca de antibidticos,
nessa placa numa area de aproximadamente 1cm? estriou-se a P. aeruginosa MPAOL e
sobre a mesma a E. coli DH5a. Apirll contendo os plasmidios pMEG TS1 e Ts2 de um
dos genes alvos e a E. coli HB101 pRK2013 (helper), que serve para ajudar na
transferéncia do plasmidio para a bactéria alvo, sendo o material entdo incubado a 37°C
por 8 horas.

Apo6s o periodo de incubacdo, foram retiradas duas alcadas do material que
cresceu na placa, as células foram diluidas em 500uL de solucdo salina estéril em um
microtubo de 2mL, o material foi agitado para a formagéo de uma solugdo homogénea,
100pL da suspensdo celular foi entdo plaqueada pela técnica de espelhamento de
superficie, em placas de Petri contendo o meio de cultura cetrimide Agar com 500ug/mL
de canamicina.

As placas foram incubadas a 37°C por 24h. O meio cetrimide Agar € seletivo para
Pseudomonas, portanto, nas placas deveriam crescer apenas mutantes de P. aeruginosa
contendo o plasmidio de resisténcia a canamicina. A fim de confirmar se os clones
continham realmente o plamidio desejado foram selecionados 24 clones do cetrimide
Agar contendo canamicina para realizar uma reacdo de PCR utilizando os primers, um
dos plasmidios (BW013 ou BW014) e um do genoma (foward utilizado para amplificar
a regido TS1 ou reverse da TS2). O produto do PCR foi visualizado em gel permitindo
confirmar a presenca do plamidio, além de mapear a forma como 0 mesmo se inseriu no
genoma da bactéria por recombinacdo homologa. Esse mapeamento pode ser verificado

de acordo com o tamanho do fragmento apresentado como mostrado na Figura 5:
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Figura 5: Esquema do mapeamento da insercdo do plasmidio no genoma bacteriano (0s
primers wj13 e wjl4 sdo varidveis para cada fragmento de interesse, uma vez que sdo 0s

primer usados para amplificar as regides TS de interesse).
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

3.3.25 Insercéo do plamidios PSW?2

Para que ocorra a delecdo do gene ou genes de interesse € necessario inserir no
mutante P. aeruginosa MPAOL1 pMEG+TS1+TS2 o plasmidio PSW-2, Que contém um
marcador de resisténcia a gentamicina e o gene que codifica a enzima de restricdo Scel,
essa enzima sera responsavel pela clivagem de duas regido especificas do plamidio,
anterior ao fragmento TS1 e posterior ao TS2, como pode-se verificar na figura 5.

A insercdo do plasmidios PSW-2 foi realizada também por mating triparental,
sendo que para isso vez utilizou-se a cepa contendo o plasmidio desejado (pSW-2), a
linhagem de E. coli helper e a Pseudomonas com o plasmidios pMEG e as regides TS

inseridas no genoma.
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O reparo do material genémico pode gerar em uma cepa com delecdo ou retornar
a cepa a condicdo selvagem na proporcdo de 50% , a Figura 6 apresenta um desenho

esquematico de como ocorre a delecéo.

Figura 6: Esquema explicando como ocorre a delecdo apés a clivagem do DNA
genémico ser promovida pela enzima de restricdo Scel produzida devido a insercdo do

plasmidio PSW-2.
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Fonte: elaborada pelo proprio autor.

Apo6s o0 mating triparental entre a P. aeruginosa MPAOL1 contendo o plasmidio
PMEG+TS1+TS2 de um dos genes de interesse, a E. coli HB101 pRK2013 (helper) e a
E. coli PSW-2, foi realizado um screening em placas contendo LB Agar e gentamicina na
concentragdo de 50pg/ml.

A fim de reduzir a ocorréncia de falsos positivos os mesmos clones foram
inoculados em LB Agar contendo 500ug/ml canamicina. Os clones que cresceram em
gentamicina e ndo em canamicina foram selecionados para a realizagdo de um PCR de

col6nia possibilitando assim verificar se a delecdo do gene alvo realmente ocorreu.
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3.3.2.6 Remocao do plasmidios PSW?2

Confirmada a delecdo utilizando a reacdo de PCR procedeu-se com a retirada do
plamidios PSW-2 dos clones, pois dessa maneira teriamos o mutante sem nenhum
marcador de resisténcia. Para isso as cepas foram repicadas em meio LB de 8 em 8h por
3 dias, apos esse repique continuo realizou-se um plagueamento de superficie e
selecionou-se 50 clones. Esses clones foram plaqueados em meio LB Agar e em LB Agar
com gentamicina. Os clones que cresceram apenas no LB Agar foram selecionados.

Para a cepa com a dupla delecéo o procedimento de delecéo foi realizado duas vezes
uma para a delecdo do gene rhlG e sequencialmente para a delecdo do gene rhlYZ, isso
s0 foi possivel, pois ao final da delecéo a cepa ndo possui nenhum marcador de resisténcia

a antibioticos.

3.3.2.7 Softwares utilizados
Para o desenho das moléculas e representacdes esquematicas foram utilizados os

softwares snapgene e clone manager 9.

3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A extracdo do DNA gendmico resultou em uma concentracdo de 381,9 ng.uL™ a
razao entre a absorbancia a 260/280 nm foi de 1,92, estando dentro da faixa étima que
varia de 1,8 a 2,0 e a razdo da absorbéncia 260/230 nm foi de 2,12 também dentro da
faixa 6tima que varia de 2,0 a 2,2. Apo6s verificar que a extragdo do DNA gendmico foi
bem sucedida realizou-se entdo a amplificacéo das regides TS1 e TS2 do gene rhiG e dos
genes rhlYZ, apo6s a amplificacdo das regides TS de interesse realizou-se um gel do
produto de PCR das mesmas (

Figura 7).
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Figura 7: Gel das regides TS1 e TS2 do operon rhlYZ e do gene rhlG
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Fonte: elaborada pelo préprio autor.

O PCR das regides TS nos permite verificar que as mesmas foram amplificadas com
sucesso e apresentam o tamanho esperado. Confirmada a amplificacdo das regides TS
procedeu-se entdo com a digestdo do plasmidios pMEG utilizando a enzima Xbal Figura
8.
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Figura 8: (A) esquema do plasmidios pMEG digerido (B) Gel do plasmidios digerido.
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Fonte: elaborada pelo proprio autor.

O gel mostra que a digestéo do plasmidios pMEG foi bem sucedida, pois se 0 mesmo
ainda estivesse na forma circular, durante a corrida do gel a banda referente ao plasmidio
ndo se localizaria proximo a regido de 3000 pares de bases (fig. 8B), pois na forma circular
sua interacdo com o gel seria diferente, ndo se apresentando assim na posicdo
correspondente ao seu tamanho como foi o observado.

Dessa maneira pode-se inferir que tanto a amplificacdo das regibes TS como a
digestdo do plamidio pMEG foram bem sucedidas. Na etapa subsequente foram
realizadas as reacOes de Gibson para a construgdo dos plasmidios pMEG contendo as
regides TS1 e TS2 do gene rhlG (PMEG_TS1 TS2-rhlG) e do plamidio pMEG contendo
as regides TS do operon rhlYZ (pMEG_TS1 TS2-rhlYZ) a figura abaixo ilustra os

plasmidios ap6s a reacdo de Gibson (Figura 9).
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Figura 9: modelo dos plasmidios ap0s a reacdo de Gibson (A) pMEG contendo as regides

TS1 e 2 do gene rhiG (B) pMEG contendo as regides TS1 e 2 dos genes rhlY e rhiZ

'MCs

PMEG-TS1_T82_rhlyZ
4764 bp

PMEG_TS1_T82_rhlG

4564 bp

Fonte: elaborada pelo proprio autor.

Os plasmidios foram entéo inseridos na E. coli DH5a Apirll, os clones contendo os
plasmidios foram submetidos a um screening em placa contendo meio de cultura LB Agar
contendo Canamicina (concentrac@es descrita no material e métodos).

Os clones escolhidos foram submetidos a um PCR de col6nia utilizando os primers
BWO013 e BW014 que se ligam a um fragmento do plasmidio, permitindo assim a

verificacdo da inser¢do do mesmo na E. coli (Figura 10).
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Figura 10: PCR de coldnia dos clones de E.coli (A) contendo o plasmidio pMEG e as regides

TS do gene rhiG (B) contendo o plasmidios pMEG com as regides TS do operon rhlYZ.

A) B)

Marcador Clones de E. coli contendo o plasmidios pPEMG_TS1_TS2_rhIG Marcador Clones de E. coli contendo o plasmidios pEMG_TS1_TS2_rhlYZ
B, . ’

=7 2155pb

1000pb|

Fonte: elaborada pelo préprio autor.
Dentre os clones que apresentaram um fragmento amplificado préximo ao
esperado (1955 pb para os clones contendo o plasmidio com as regides TS do gene rhlG
e 2155pb para os clones contendo as regides adjacentes aos genes rhlYZ), um clone de
cada foi inoculado em meio LB contendo canamicina por 12h, posteriormente o DNA
plasmidial foi extraido e sequenciado, para a comprovacdo da correta construcdo do
plasmidio, os mapas dos alinhamentos entre 0 DNA extraido e as sequencias bases

elaborado no SnapGen podem ser visualizados na Figura 11.
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Figura 11: Mapas dos alinhamentos entre o0 DNA extraido e as sequencias bases
elaborado no SnapGen (A) Mapa referente ao plasmidio contendo as regides TS dos genes

rhlYZ (B) mapa referente ao plasmidio com as regides adjacentes do gene rhlG.

BWO014 (1 ..19) BWO013 (2137 .. 2155)
|
L |
5007 10007 15007 20007 =
‘. ] TS2-rhiY lacZ alpha’
'lacZ alpha
B) 'MCS MCS'
BWO13 (1..19) BW014 (1937 .. 1955)
= N
S00T 10007 15007 g
lacZ alpha’ TS1_rhiG TS2_rhiG
'lacZ alpha
MCs' 'MCS

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Como pode-se observar na Figura 11 o sequenciamento comprovou a correta
insercdo das regibes TS dos genes de interesse nos plasmidios, mesmo nédo sendo
possivel o sequenciamento completo do fragmento alvo, fica evidente o sucesso da
reacao de Gibson.

Apds isso, foi realizado o mating triparental, com a finalidade de transferir o
plasmidio para a P. aeruginosa MPAQOL1, posteriormente, fez-se o screening dos clones
de P. aeruginosa, em cetrimide Agar contendo canamicina (500 pg.ml?), realizou-se
entdo uma PCR dos clones selecionados a fim de confirmar a maneira como o

plasmidios foi inserido no genoma bacteriano (

Figura 12).
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Figura 12: Confirmacdo da insercdo do plasmidio no genoma bacteriano. (A) Clones
contendo o plasmidio pEMG e as regides TS1 e 2 do gene rhlG. (B) Clones contendo o

plasmidio e as regides adjacentes aos genes rhlYZ.
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

A

Figura 12 (A) nos permite observar que os fragmento maiores ndo foram
amplificados, provavelmente devido ao tempo utilizado na reacéo de PCR ter sido muito
curto para possibilitar a amplificacdo do fragmento grande ou as inser¢fes nessa

orientagdo ndo ocorreram. Pode-se observar ainda uma sombra de uma outra banda
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amplificada, o que pode significar um anelamento dos primer ndo muito especifico,
provavelmente devido a temperatura de anelamento utilizada ndo ser a mais adequada.

Porém, ainda assim pode-se observar a amplificagdo de um fragmento bastante
forte, no penaltimo pocinho do gel (14) ao lado do marcador. Tal fragmento apresenta
um tamanho préximo a 2000pb, o que corresponde ao tamanho esperado das regides TS1
e TS2 do gene rhlG (2155pB).

Os primers utilizados nessa reacdo de PCR foram BWO014 e WJ13 rhiG
(AGCTCGGTACCCGGGGATCCGTAGTGCCAATGCACGTCGAGG) foi possivel

observar a insercdo do plasmidio no genoma, na orientacdo esquematizada na Figura 13.

Figura 13: Forma de insercdo que apresenta os fragmentos menores quando utilizados 0s

primers wj13_rhlG e BW013 resultando em um fragmento de 2155pb.
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Dentre os clones submetido a reacdo de PCR escolheu-se o clone numero 14 para
dar andamento aos trabalhos, por apresentar a banda mais forte.

Jaafig 12 (B) mostrou que para a insercdo do plasmidio pEMG_TS1_TS2 rhlYZ
todos os clones avaliados apresentaram a orientagdo que gera 0 menor fragmento como

apresentado na figura 13. Vale ressaltar que os clones de 1 a 7 eram clones da cepa P.
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aeruginosa MPAOL ja os clones de 8 a 15 eram clones do mutante P. aeruginosa MPAO1
ArhlG, que ja haviam passado pela delecdo do gene rhlG.

Prosseguiu-se entdo com o clone nimero 1 da cepa P. aeruginosa MPAOL e 14
da cepa mutante ArhlG.

Foram realizados entdo os matings das cepas contendo os plasmidios inserido no
genoma e a E.coli PSW-2 (que contém o plasmidios PSW-2 com marcador de resisténcia
para gentamicina e codifica a enzima Scel), pois a insercdo desse plamidios no genoma
bacteriano leva a producédo da enzima Scel que promove a clivagem do DNA genémico
na regido em que o plasmidio pMEG foi inserido, promovendo assim a delecéo dos genes
alvos, como apresentado no esquema da figura 6.

Apds o pareamento, foi realizado o screening em placas contendo cetrimide Agar
e gentamicina. Para evitar falso positivo, os mesmos clones foram colocados também para
crescer em placas de cetrimide Agar e Canamicina. Como exemplificado na Figura 14.

Pode-se observar que alguns clones ndo cresceram em canamicina porém continuaram
crescendo nas placas contendo gentamicina, o que é um indicativo que o marcador de
resisténcia para canamicina foi removido, indicando assim a possivel delecdo dos genes
alvos (Pode-se observar no caso da figura 14 que os clones 16, 10 e 17(marcados em

vermelho) ndo cresceram em canamicina apenas em gentamicina).
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Figura 14: figura exemplificando o sceening dos clones de P. aeruginosa apds a

insercdo do plasmidio PSW-2 e a delecdo do gene de interesse.
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B) Placa contendo cetrimide agar e
50pg/ml de Gentamicina

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Os clones que apresentaram crescimento apenas em gentamicina foram

submetidos a uma reacdo de PCR, utilizando o0s

TS1_rhiG_f
AGCTCGGTACCCGGGGATCCGTAGTGCCAATGCACGTCGAGG e TS2_ rhiG r
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TTGCATGCCTGCAGGTCGACCAGCGTTTCCGCCAGCTG, que amplificariam na
linhagem selvagem as duas regides TS mais o gene rhlG como demosntrado na

Figura 15.
Figura 15: Esquema demonstrando as regides a serem amplificadas na linhagem
selvagem e na linhagem com a delecéo do gene rhlG.

A)

TS1rhlg_for (1 ..42) TS2_rhlg_rev (2174 .. 2211)

500i 1000i 1500i 2000 _—

B)

TS1irhlg_for (1 ..42) TS2_rhlg_rev (1403 .. 1440)

250i 500i 750i 1000i 1250i

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

O fragmento apresentado na figura 15 A possui 2211pb ja o fragmento contendo apenas
as regides TS (fig. 15B) possui apenas 1440pb, realizou-se entdo a visualizacdo do
produto da reacdo de PCR em gel para verificar o tamanho dos fragmentos amplificados,
podendo assim constatar a delecdo dos genes de interesse

Figura 16.
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Figura 16: Gel demonstrando o resultado final da reacdo de PCR das regifes onde

deveria estar o gene de rhlG, para verificar o sucesso da delecdo do gene rhiG..

Marcador P. aeruginosa MPAO1 ArhiG Marcador

6000pb

3000pb

1500pb

1000pb

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

A figura 17, nos permite verificar que a delecdo do gene rhlG foi realizada com
sucesso uma vez que o DNA amplificado tem por volta de 1500pb proximo ao esperado
para a cepa contendo apenas as regides TS1le TS2 do gene rhIG mas ndo o gene. O clone
cujo produto do PCR foi visualizado no segundo pocinho foi escolhido como a cepa para
dar seguimento aos trabalhos.

A verificacdo da delecdo dos genes rhlYZ foi realizada utilizando os primers
rhlYZ1 GCCTGTCTATTGGCCTTG e rhlYZ2 ACTACCGCCTACATCAGC, a reacao

de PCR utilizando esses primer na linhagem selvagem deveria resultar num fragmento de
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3978pb como observado na figura 17A, porém quando a delecdo é bem sucedida o

fragmento amplificado deve possuir apenas 1997pb (fig 17B).

Figura 17: Esquema demonstrando as regifes a serem amplificadas na linhagem

selvagem e na linhagem com a delecéo dos genes rhlYZ.

A)

rhiYz2 (1 .. 18) rhiYZ1 (3961 .. 3978)

1000i 2000i 3000i

T Y A < T
) BT )

B)

rhiYz2 (1 .. 18) rhiYZ1 (1980 .. 1997)

500i 1000i 1500i

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.
A figura 18 apresenta a amplificacdo da regido alvo tanto nos clones da cepa P.
aeruginosa ArhlYZ, como nos clones submetido a duas dele¢des. Observa-se que em

ambos 0s casos a delecdo dos genes rhlYZ foi bem sucedida, porém para os clones com
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delecdo dupla apenas um dos que passaram pelo scrrening em placas contendo

canamicina e gentamicina apresentou uma real delecéo.

Figura 18: Gel demonstrando o resultado final da reacdo de PCR das regifes onde

deveria estar o operon rhlYZ, para verificar o sucesso da delecdo do operon rhlYZ.

Marcador P. aeruginosa MPAO1 ArhlYZ P. aeruginosa MPAO1 ArhlGArhlYZ Marcador

Fonte:Elaborado pelo préprio autor.

Apds a confirmacdo das delecdes, os clones foram submetidos a repiques
sucessivos em meio liquido LB sem a presenca de antibidticos para estimular a perda do
plasmidios PSW-2; ap6s a confirmacdo da perda do plasmidio, foram armazenados um
clone de cada uma das cepas construidas no banco de micro-organismos do Institute of

Applied Microbiology — iAMB da RWTH Aachen university e no LMI (Laboratorio de
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Microbiologia Industrial) da UNESP de Rio claro, em ambos 0s bancos as cepas estéo

armazenadas a -80 °C.

3.5 CONCLUSAO

Pode-se concluir que as cepas foram construidas com sucesso e que as técnicas
empregadas foram eficientes na delecdo do gene rhlG e do operon rhlYZ, podendo assim
dar prosseguimento ao trabalho analisando as caracteristicas apresentadas pelas novas

linhagens quando submetidas a fermentacGes.
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4 CAPITULO IIl - ESTUDO DO METABOLISMO DOS RAMNOLIPIDIOS

PRODUZIDOS POR P. AERUGINOSA.”
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4.1 INTRODUCAO

Surfactantes sdo moléculas anfipaticas, que devido a presenca de regiGes com
polaridades distintas apresentam propriedades como a capacidade de reduzir a tensdo
interfacial e superficial (MULLIGAN, 2005). O consumo de surfactantes em 2016 foi
responsavel pela movimentacdo de 31 bilhdes de dolares (Ceresana, 2018). O que torna
0 mercado dos surfactantes bastante atrativo.

A maioria dos surfactantes sintéticos é derivado do petrdleo, contudo na natureza séo
encontrados compostos com as mesmas propriedades, os quais sdo denominados
biossurfactantes. Os micro-organismos sdo 0s principais produtores dessas biomoléculas
(BANAT et al, 2000).

Os biotensoativos possuem vantagens quando comparados aos sintéticos, sendo as
principais delas sua diversidade estrutural, baixa toxicidade, alta biodegradabilidade e
estabilidade em condicbes de alta salinidade e ampla faixa de pH (LOVAGLIO et al,
2011). Além disso, os surfactantes biol6gicos podem ser sintetizados utilizando substratos
de baixo custo, como subprodutos agroindustriais. O emprego de residuos agrega valor
aos mesmos, além de reduzir o impacto ambiental. (RAHMAN et al, 2003; WEI et al,
2003; MARSUDI et al, 2008).

Apesar dessas vantagens os biossurfactantes ndo séo utilizados em larga escala,
isso se deve principalmente ao alto custo de producdo, que esta atrelado ao custo do
substrato utilizado, baixa produtividade e dificuldade na recuperacdo do bioproduto
(MULLER et al, 2010).

Os ramnolipidios estdo entre 0s biotensoativos mais bem estudados, devido ao
fato dessas moléculas serem ambientalmente compativeis e robustas o bastante para
aplicacbes industriais (MARCHANT ; BANAT, 2012). Apesar do interesse nos

ramnolipidios e de todas as pesquisas empenhadas em otimizar a producdo desse
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bioproduto, rendimentos mais elevados ainda sdo necessarios para a producéo industrial
economicamente viavel abdel-mawgoud et al, (2014).

Para elevar os rendimentos desse bioproduto é necessario compreender melhor a
rota biossintética desse metabdlito microbiano. A bactéria P. aeruginosa vem sendo
amplamente estudada, pois apresenta bons niveis de producdo (MULLER et al, 2010).

Diversos autores tem se dedicado a elucidar a sintese dos ramnolipidios
(OLVERA et al., 1999; ROBERTSON et al., 1994; CAMPOS-GARCIA et al., 1998;
DEZIEL et al., 2003). Entretanto, ainda existem algumas lacunas importantes a serem
preenchidas, uma delas em relacdo ao gene rhlG, pois existem divergéncias na literatura
quanto a relacdo da proteina RhIG e a producédo de ramnolipidios. Campos-Garcia et al.,
(1998) relatam que essa proteina, seria responsavel pela sintese da porc¢éo lipidica dos
ramnolipidios. Entretanto, Zhu e Rock (2008) corroboraram com os resultados de Déziel
et al., (2003) propondo que s6 ocorre formacéo de acidos hidroxialcandicos (AHA) na
presenca da proteina RhIA. Os autores sugerem que a porc¢ao lipidica é sintetizada através
da classica rota de sintese de acidos graxos a partir de duas unidades de carbono (FASII).
Porém os autores abdel-Mawgoud et al, (201) relatam que a PB-oxidacdo também
influencia na producédo desses metabolitos microbianos, uma vez que a inibicdo da mesma
leva a uma reducdo na producdo dos ramnolipidios, mesmo quando a fonte de carbono
utilizada é hidrofilica. Os autores relatam ainda em seu trabalho que os genes rhlY e rhiZ
organizados em um pequeno operon podem estar relacionados a producdo dos
ramnolipidios via f-oxidagdo, porém esse foi o primeiro trabalho analisando esses genes,
sendo assim necessario mais avaliagdes a cerca desse operon.

Lovaglio (2011), observou que cepas mutantes com delecdo do gene rhiG

apresentaram drastica reducdo na producdo de ramnolipidios, quando se utilizou 6leo de
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girassol como fonte de carbono, sugerindo uma nova hipotese sobre a relacao deste gene
com a producéo deste glicolipidio.

De acordo com Guerra-Santos et al., (1984) a fonte de carbono utilizada é um dos
principais fatores que influencia a composi¢do e distribuicdo de homdélogos em uma
mistura de ramnolipidios. Portanto, o emprego de fontes de carbono hidrofilicas e
hidrofobicas, podem fornecer informacgfes sobre as rotas metabdlicas utilizadas pelo
micro-organismo para a sintese da molécula anfipatica dos biossurfactantes, além de
permitir o estudo da influéncia das fontes de carbono na composicao de homologos.

Segundo Midiller e Hausman., (2011) para aumentar o desenvolvimento do
processo de producdo de ramnolipidios, ha necessidade de informaces detalhadas sobre
a regulacéo da producédo de ramnolipidios durante cultivos em biorreator e assim, delinear
estratégias baseadas no conhecimento genético e de engenharia de processos.

A engenharia metabdlica permite otimizar a produtividade e fatores de conversao de
substrato aos produtos de interesse através da analise de fluxos metabolicos (AFM), que
podem ser determinados através das medidas de velocidades especificas de producéo e
consumo de metabdlitos, intra e extracelulares (STEPHANOPOQULOS et al., 1998). A
analise de fluxo metabolico pode ser feita também através de experimentos onde se
emprega substratos rastreadores como o isotopo estavel 13C e os resultados obtidos
permitem a elaboracdo de um mapa metabo6lico com um diagrama das principais reacdes
bioquimicas envolvidas e a estimativa das velocidades de cada passo em estado
estacionario (GOMBERT e NIELSEN, 2000).

Dessa maneira o0 presente trabalho aplicou analise fluxo de carbono nas

linhagens mutantes P. aeruginosa MPAOT1 ArhlG, P. aeruginosa MPAO1 ArhlYZ e

P. aeruginosa MPAO1 ArhlG ArhlYZ comparando as com a linhagem selvagem

altamente produtora de ramnolipidios P. aeruginosa MPAOL.
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4.2 JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA DO TEMA

Apesar dos ramnolipidios serem os glicolipidios mais bem estudados ao longo dos
ultimos 60 anos, econdmica esses biossurfactantes ainda ndo sdo competitivos
comparados aos surfactantes sintéticos. O entendimento dos mecanismos de biossintese
e regulacdo utilizados pelo micro-organismo produtor sao de suma importancia para o
desenvolvimento de estratégias que visem o0 aumento da producao.

As mutacGes randdmicas podem ndo acarretar em aumento na biossintese do
produto, devido aos mecanismos de compensacdo regulatérios existentes em P.
aeruginosa. Por isso o estudo do fluxo de carbono nas rotas metabdlicas envolvidas na
producdo de ramnolipidios pode auxiliar no entendimento dos mecanismos bioquimicos
utilizados pela bactéria e com isso auxiliar no direcionamento da modificacdo genética,
acarretando em um aumento na sintese do tensoativo.

O presente estudo se propds a estudar o fluxo de carbono em uma linhagem que
apresenta alta producdo desse metabdlito, Pseudomonas aeruginosa MPAQO1 e em seus
mutantes com delecdo nos genes rhlG rhlYZ ou ambos. Afim de entender o fluxo de
carbono nessa bactéria e o papel desses genes na formacdo desse metabdlito microbiano

de interesse industrial.

4.3 OBJETIVOS

e Realizar cultivos utilizando 6leo de girassol e tracar a cinética do bioprocesso da
linhagem selvagem e dos mutantes com delecdo no gene rhliG ou no operon rhlYZ
ou com a dupla delecéo do operon rhlYZ e do gene rhlG

e Realizar cultivos utilizando glicerol como fonte de carbono e avaliar o perfil
fenotipico das linhagens P. aeruginosa MPAO1 ArhlG, P. aeruginosa MPAO1
ArhlYZ e P. aeruginosa MPAO1 ArhlG ArhlYZ e comparar com a linhagem

selvagem P. aeruginosa MPAOL1.
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e Tracar o fluxo metabdlico das linhagens citadas acima em ambas as fontes de
carbono
e De posse do fluxo metabdlico das diferentes cepas inferir a respeito de possiveis

modificacdes genéticas que favoreceriam a producdo de ramnolipidios
4.4 MATERIAL E METODOS

4.4.1 Micro-organismos utilizados

Os micro-organismos utilizados nessa etapa de trabalho foram a P. aeruginosa MPAOL,
oriunda do banco de micro-organismos do Institute of Applied Microbiology — iIAMB da
RWTH Aachen university, que se encontrava condicionada a -80°C, e 0os mutantes
construidos na capitulo anterior, sendo eles P. aeruginosa MPAO1ArhIG, P. aeruginosa
MPAOIArhlYZ e P. aeruginosa MPAO1ArhlGArhlYZ, os mesmos também estavam

armazenados a -80°C.
4.4.2 Meios de cultura

4.4.2.1 Caldo Lisogénico (LB)
A composi¢do do meio utilizado para a reativagdo dos micro-organismos foi:

triptona — 10 g/L; extrato de levedura — 5,0 g/L e NaCl — 10 g/L(LB).

4.4.2.2 Meio Mineral livre de calcio com tampao fosfato (MLCTP)

O meio mineral livre de célcio com tampéao fosfato possui a seguinte constituicao
em (g/L): MgSOs 7H.O - 0,05; KCI — 0,1; NaNOs - 1,5; tampdo fosfato
0,1mol/L(constituido de fosfato de potassio mono e di-basico) pH 6,5 e 1 mL/L da
solucdo de elementos tracos. Esta solucdo € composta por (g/L): citrato de sodio
dihidratado — 2,0; FeCls 6H20 — 0,28; ZnSO4 7H20 — 1,4; CoCl; 6H20 — 1,2; CuSOs4

5H20 — 1,2; MnSO4 H20 — 0,8 (MULLER et al., 2010).
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Esse meio foi utilizado no cultivo do micro-organismo, o qual foi usado como inoculo
para o biorreator, as fontes de carbono utilizadas para o crescimento microbiano variaram
de acordo com o experimento empregado, sendo elas: 62,5 g/L de dleo de girassol ou 50
g/L de glicerol P.A, dependendo da fonte de carbono a ser empregada nos experimentos

em biorreatores.

4.4.2.3 Meio Mineral livre de célcio

Para a producdo de ramnolipidios em biorreator utilizou-se o meio mineral livre
de célcio (MULLER et al., 2010), composto por (g/L): KzHPO4 — 0,3; MgSO4 7H20 -
0,5; KCI —1,0; NaNOs — 15. O volume e a composicao da solucdo de elementos tracos
utilizada foram os mesmos descritos no item 4.4.2.2. As fontes de carbono utilizadas para
0 bioprocesso variaram de acordo com o experimento empregado, sendo: 125 g/L de 6leo
de girassol ou 100 g/L de glicerol P.A; massa de reagentes utilizada nos meios descritos
nos itens 4.4.2.2 e 4.4.2.3 foi baseada no volume de solucéo aquosa, ndo considerando o
volume da fonte de carbono. Quando o processo atingiu os tempos de 20, 40, 70 e 120

horas foram adicionados ao reator 1 mL/ L da solugéo de elementos trago (item 4.4.2.2).
4.4.3 Condigbes de cultivo

4.43.1 Preparo do In6culo

Os micro-organismos foram pré-cultivados em frascos Erlenmeyer (125 mL)
contendo 20 mL de meio LB ¢ 100 uL da cultura estoque da linhagem a ser avaliada, a
incubacdo foi realizada em mesa agitadora durante 24 horas & 37°C e 200 rpm. Em
seguida transferiu-se 1,25 mL do pré-cultivo para frascos de 500 mL contendo 25 mL de
MLCTP e incubou-se por 24 horas a 30°C e 200 rpm. Esta cultura foi utilizada para

indculo da fase aquosa do reator de maneira que a densidade 6tica a 580nm fosse 0,1.
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4.4.3.2 Biorreator

Os experimentos para calculo das taxas(velocidades) e analise de balanco de fluxo
foram feitos em biorreator de 3L ( bioreactor Biostat A plus da Sartorius,) com volume
uatil (capacidade de trabalho) de 2L. O volume de meio de cultura empregado foi de
900mL de meio mineral, mais o volume da fonte de carbono e dos elementos tracos. Os
fermentadores controlavam diversos parametros da fermentacédo sendo eles: temperatura,
que era mantida a 37°C, pH que foi fixado a 6,9 +/-0,2 (0 pH foi mantido utilizando HzsPO4
e NaOH ambas a solu¢des na concentracdo de 4M), pO2 foi mantida a 5%, e a agitacédo
cujo valor minimo era 300 RPM, esse parametro podia variar com o intuito de manter de
forma a manter a pO2 em 5%, até atingir um maximo de 1000 RPM. O fermentador
contava ainda com um sensor de antiespumante, com a finalidade de evitar vazamentos
de material do reator, porém foi ainda acoplada a saida de ar do reator um frasco de 2L,
para capitar a espuma e permitir o retorno da mesma de maneira estéril ao biorreator
utilizando uma bomba peristéltica (Figura 19)

A solucdo de elementos tracos foi adicionada ao cultivo nos seguintes tempos: 0,
20, 40 e 70 horas. Os gases de saida foram continuamente analisados utilizando dois
sensores bluesens uma para Oz e outro para CO2 as amostras retiradas 4 vezes por diae 0
bioprocesso teve duracdo de 168h. A aeracdao foi mantida constante em 0,4v/vm e 0s

cultivos foram realizados em duplicata.
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Figura 19: Fermentador montado no inicio da fermentacdo ilustrando o setup do
processo.

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.
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4.4.4 Métodos Analiticos

4441 Amostras

O volume das trés primeiras amostras foi de 5 mL, as mesmas foram lentamente
misturadas ao mesmo volume de n-hexano. O volume das demais amostras foi de 10 mL,
sendo divididas em duas de 5mL cada, para a analise, 5ml foram utilizados para
quantificar a producdo de ramnolipidios e consumo da fonte de carbono, adicionou-se a
essas amostras n-hexano, como descrito para as primeiras amostras. A segunda parte
dessas amostras foram usadas para quantificacdo da biomassa. Todas as amostras foram
centrifugadas a 10.000 rpm, 4 ° C por 10 min. Em relagéo aos cultivos, utilizando glicerol
como fonte de carbono, ndo houve adicdo de n-hexano as amostras, ja que este é usado

para extracdo do 6leo de girassol presente nas mesmas e subsequente quantificacéo.

4.4.4.1.1 Quantificacdo de Ramnolipidios

A quantificacdo de ramnolipidios foi feita por cromatografia liquida de alta
eficiéncia de fase reversa (RP-HPLC), de acordo com o descrito por Tiso et al., (2016).
Apos a etapa de centrifugagdo, para remocao das células, 500 pL do sobrenadante foi
misturado ao mesmo volume de acetonitrila, agitado em vortex e mantido sob refrigeracao
a 4 °C por um periodo minimo de 4 horas. Em seguida, as amostras foram centrifugadas
por 5 minutos a 17.000 x g, sendo que 250 pL do sobrenadante foram filtrados em viais
utilizando filtros de seringa Phenex-RC (4 mm diametro, 0,2 mm de tamanho do poro -
Phenomenex). A coluna usada nas analises foi a NUCLEODUR C18 Gravity (Macherey-
Nagel GmbH & Co. KG, Diiren, Alemanha) (dimensdes: 150 x 4.6 mm; tamanho de
particula: 3 mm). O sistema de HPLC Ultimate 3000 foi conectado ao detector de aerosol
Corona-charged (CAD) (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA). O fluxo foi

del mL/min, e a temperatura do forno mantida em 40 °C, o volume de injecdo da amostra
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foi de 5 uL. Como fase movel, utilizou-se um gradiente binario de acetonitrila e agua
ultrapura, contendo 0.2% (v/v) de é&cido formico. A concentracdo de acetonitrila
aumentou linearmente de 70 para 100% nos tempos entre 1 e 9 minutos, em seguida houve
um decrescimo linear de 100 para 70% entre 11 e 12 min, com término da corrida apds

15 min. Foram utilizados padrées comprados da Agae.

4.4.4.1.2 Quantificacdo do Oleo de Girassol

O consumo do 6leo de girassol foi realizado por cromatografia gasosa acoplado a
um detector por ionizacdo de chama (GC-FID). O 6leo de girassol foi extraido da amostra
usando n-hexano, como descrito previamente. Foram retirados Sul do 6leo extraido em
n-hexano, essa aliquota foi dissolvida em 250 uL de Metil-terc-Butil éter (MTBE). Em
seguida, 100 pL da mistura foi transferido para um vial com inserto e adicionou-se 50 uL.
de acido sulfénico em metanol. Para a derivatiza¢do, a mistura foi mantida a 80°C por 5
minutos. Para a quantificacdo do consumo de 6leo de girassol utilizou-se os padrdes de

acido oleico, estearico, linoleico e palmitico.

4.4.4.1.3 Quantificacdo da Biomassa

A concentracdo de biomassa, expressa em g/L, foi determinada
gravimetricamente. O caldo do cultivo (5 ml) foi centrifugado por 10 min a 10.000 rpm
e 4°C. O sobrenadante foi removido e o pellet de células foi lavado com 5 mL da mistura
NaCl 0.9%: n-hexano na proporc¢ao 9:1. As células lavadas foram secas em estufaa 120°C

por 24 horas e pesadas em um analisador de umidade.

445 Anélise de Balanco de Fluxo
O protocolo seguido foi o descrito por Krémer et al., (2014), onde para cada amostra
retirada foi analisado a concentracéo de biomassa, producao de CO> e ramnolipidios, bem

como, o consumo de O e da fonte de carbono. Em seguida foram calculadas as taxas
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especificas de crescimento, consumo de substrato e formacdo de produto. O proprio
programa utilizado para analise de consumo/ producdo de gases, calculou
automaticamente as taxas de consumo de oxigénio e producdo de CO,. A andlise de
balanco de fluxo foi feita através de um modelo em escala gendmica (OBERHARDT et
al., 2011) e as andlises foram executadas no programa COBRA Toolbox dentro da
plataforma do Matlab, a funcdo objetiva utilizada foi a velocidade do crescimento

microbiano.

4.4.6 Andlise estatistica

Os dados foram comparados utilizando analise de variancia seguida por um teste de

Tukey as diferencas significativas se deram com P = 0,05 (Sokal e Rohlf, 1995).

4.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.5.1 Bioprocessos utilizando 6leo de girassol como fonte de carbono
A analise desses bioprocessos tem por finalidade comparar as cinéticas de producao
de ramnolipidios, crescimento e consumo de substrato da linhagem selvagem P.
aeruginosa MPAO1 e seus mutantes P. aeruginosa MPAO1 ArhlG, P. aeruginosa
MPAOI1 ArhlYZ ¢ P. aeruginosa MPAO1 ArhlG ArhlYZ. A figura 20 apresenta os perfis
de crescimento, consumos de 0Oleo total e producdo de biotensoativo total da linhagem

selvagem.



84

Figura 20: Cinética de producdo de ramnolipidios da linhagem selvagem (P. aeruginosa
MPAO1) utilizando bleo de girassol como fonte de carbono.
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A méaxima producdo de ramnolipidios pela linhagem selvagem utilizando 6leo de
girassol como fonte de carbono foi de 27,30 g/L, apresentando assim uma boa producéo
qguando comparada com a literatura. Muller et al, (2010), relatam uma producéo de 39
g/L porém em seu trabalho os autores utilizaram o dobro da fonte de carbono utilizada
nesse bioprocesso, o que resulta em um fator de converséo produto por sustrato (yps) de
0,1560q9/g inferior ao atingido no presente trabalho que foi de 0,2180g/g.

Apbs 37 horas, o crescimento bacteriano atinge a fase estacionaria, se mantendo por
volta de 10 a 12 g/L de biomassa, sendo o crescimento maximo de 12,5g/L. Com relacédo
ao consumo da fonte de carbono, no periodo de 28h ja haviam sido consumidos mais de
80 g/L da fonte de carbono o equivalente a dois tergos do total empregado no bioprocesso.

A producéo de ramnolipidios até as 28 horas foi praticamente nula, o que sugere que
0 consumo da fonte de carbono nessas primeiras horas foi direcionado para manutencgéo

e crescimento da bactéria, apds esse periodo, o consumo do 6leo de girassol é direcionado
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para a producdo de ramnolipidios e manutencdo celular (a massa seca se mantém
constante), por outro lado o bioprocesso entra no periodo de alta producdo desse
metabdlito microbiano.

Na Figura 21 pode-se visualizar a cinética da linhagem com a dele¢é@o no gene rhiG.

Figura 21: Perfil de producdo de ramnolipidios, crescimento e consumo de 6leo de
girassol da linhagem com a delegé&o no gene rhlG.
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Pode-se verificar que o crescimento microbiano foi reduzido, chegando a 7,8g/L
de biomassa no seu ponto maximo, o que difere dos resultados encontrados por Campos-
Garcia et al., (1998), que verificou em seu trabalho que a delecao do gene rhlG néo afeta
0 crescimento microbiano.

O consumo do 6leo de girassol também foi mais lento no periodo de 28 a 46 horas
(com 28 horas de processo ainda haviam 48,20 g/L de 6leo de girassol), a quantidade de
6leo consumido s6 se igualou a da linhagem sem a dele¢&o ap6s 85 horas.

A producdo méxima de ramnolipidios foi ligeiramente maior que a observada pela
linhagem selvagem, porém ndo existe diferenca estatistica entre a producdo méxima da

linhagem selvagem e do mutante P. aeruginosa MPAOI1ArhlG (P = 0,062), o que
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contraria o observado por Lovaglio (2011) que relatou uma diminui¢do na producéo dos
ramnolipidios quando da auséncia desse gene.

Porém se avaliamos a producdo de ambas as cepas pode-se notar que no periodo de
0 a 66 horas o perfil de producédo do mutante ArhlG e da linhagem selvagem sdo similares,
contudo de 66 até 90 horas o mutante passa a produzir menos biotensoativos que a
linhagem selvagem, apos esse periodo a producéo volta a ser similar, essa observacéo é
importante, pois se 0 bioprocesso fosse encerrado com 85h poder-se-ia inferir
erroneamente que a producdo de ramnolipidios foi prejudicada com a delecdo do gene

rhlG.

Figura 22: Cinética de producao de ramnolipidios, crescimento e consumo de 6leo de
girassol da linhagem com a dele¢&o do operon rhlYZ.
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor.
Pode-se verificar que assim como ocorreu com a linhagem anterior a produgéo de

biomassa microbiana foi prejudicada, resultando numa biomassa maxima de apenas 8,4

g/L, com 52h de processo.

Oleo de Girassol (g/L)
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Além disso, a producdo de ramnolipidios com a delecdo desse operon (rhlYZ) foi
reduzida para 38,35% da producéo total apresentada pela cepa selvagem, dessa maneira
pode-se inferir que a delecdo desse operon influencia negativamente a producdo dos
ramnolipidios, evidenciando assim a importancia do mesmo nessa complexa rede de
fatores relacionados a producédo desse biossurfactante.

Os autores abdel-Mawgoud et al, (2014), relataram em seu trabalho que esses genes
estdo relacionados a producédo da cadeia de acidos graxos dos ramnolipidios, diretamente
da B-oxidacdo, o que esta de acordo com o resultado encontrado em nosso trabalho, uma
vez que a delecdo desse operon prejudicou a producdo desse metabolito microbiano,
quando utilizou-se fonte de carbono hidrofobica, o que pode indicar que sem esse desvio
da B-oxidacdo que é realizado pelo operon rhlYZ a producdo do biossurfactante €
reduzida.

O consumo de 6leo de girassol também teve sua velocidade reduzida, quando
comparado as linhagens anteriores, porém o consumo final da fonte de carbono foi

estatisticamente igual para todas as linhagens avaliadas.
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Figura 23: Perfil do bioprocesso, apresentando o consumo de 6leo de girassol, o
crescimento microbiano e a producdo de ramnolipidios, quando utilizada linhagem P.
aeruginonsa MPAO1 ArhlGArhlYZ.
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Os resultados apresentados na Figura 23, mostram que a linhagem P. aeruginonsa
MPAO1 ArhlGArhlYZ apresenta consumo da fonte de carbono bastante similar ao
apresentado pela linhagem com delecéo do gene rhiG.

Com relacdo a producédo de biomassa, a linhagem com delecdo dupla foi a que
apresentou maior crescimento utilizando fonte de carbono hidrofébica. E interessante
ressaltar que no inicio do bioprocesso o crescimento microbiano dessa linhagem se
mostrava similar ao da P. aeruginosa MPAOI1 ArhlG, a qual apresentou o menor
crescimento, porém, apos 61 horas de fermentacdo a bactéria apresenta uma segunda fase
de crescimento ultrapassando o crescimento apresentado pela linhagem selvagem e
atingindo uma biomassa méaxima de 16,08 g/L.

Esse fato pode ter ocorrido devido a uma mudancga metabolica da bactéria, que dessa
forma passa a compensar a falta das enzimas produzidas pelos genes deletados, uma vez

que o grafico de crescimento se assemelha bastante ao de um crescimento diauxico. Essa
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reducdo inicial no crescimento pode ainda ser resultado do estresse metabolico gerado
pela delecao do operon rhlYZ e do gene rhlG.

Com relacéo ao perfil de producéo de ramnolipidios nota-se apenas um atraso da
producdo nas primeiras 52 horas, periodo em que o perfil de producdo do mutante duplo
é igual ao da linhagem com a delecao do operon rhlYZ, divergindo a partir desse ponto e
atingindo uma producao maxima de 22,8 g/L.

A producdo média maxima desse mutante ndo apresenta diferenca estatistica quando
comparada a producdo média maxima do mutante (P = 0.057 )rhlG e da linhagem
selvagem. Mediante a esses resultados pode-se inferir que a dupla delecéo provavelmente
levou a mecanismos de compensacdo que possibilitaram uma producdo duas vezes maior

que a do mutante ArhlYZ.

4.5.2 Bioprocessos utilizando glicerol como fonte de carbono
A Figura 24 apresenta o perfil fenotipico da linhagem selvagem quando a fonte de
carbono utilizada foi glicerol.

Figura 24: Cinética de producdo consumo e crescimento da bactéria P. aeruginosa
MPAOL utilizando glicerol como fonte de carbono.
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Quando a fonte de carbono utilizada no bioprocesso foi glicerol nota-se que a
producdo de ramnolipidios é reduzida drasticamente. A producao maxima utilizando essa
fonte de carbono foi de 5,05¢/L, 0 que equivale a apenas 18% da producdo utilizando
o6leo de girassol, o que esta de acordo com o verificado em estudos prévios (SILVA, 2014)
em que foi possivel verificar que a producao de ramnolipidios é favorecida pela presenca
de fontes de carbono hidrofdbicas.

Porém a biomassa maxima foi de 28,72g/L, superior em mais de 10g/L daquela
apresentada pela mesma linhagem utilizando Oleo de girassol. Esse fato pode ser
explicado pelo direcionamento do fluxo de carbono para a formacéo de ramnolipidios na
presenca da fonte oleosa em detrimento da biomassa.

Ao término do processo, ainda restavam 42,82g/L de glicerol, apresentando um
consumo menor que 60% da fonte de carbono empregada; porém a producao de
ramnolipidios ja havia estabilizado, ndo sendo interessante do ponto de vista produtivo a
continuidade do processo.

A Figura 25apresenta os resultados obtidos utilizando o mutante com a delecéo

no gene rhlG, utilizando 100g/L de glicerol.
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Figura 25: Perfil de producdo consumo e crescimento da bactéria P. aeruginosa MPAO1
ArhlG utilizando glicerol como fonte de carbono.
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Essa cepa apresentou um consumo de glicerol ligeiramente maior quando
comparada a linhagem selvagem sendo seu consumo maximo 61g/L da fonte de carbono
ao termino do bioprocesso, o que da uma diferenca de aproximadamente 3g/L com
relacdo a P. aeruginosa MPAOL.

Porém mesmo com um consumo maior da fonte de carbono a linhagem com a
delecdo no gene rhlG apresentou uma producdo ligeiramente inferior a selvagem
atingindo o méaximo de 3,44g/L de ramnolipidios, o que contraria os resultados obtidos
quando a fonte de carbono utilizada foi 6leo de girassol, demonstrando que esse gene
pode ser mais importante para a producdo de ramnolipidios quando a fonte de carbono
utilizada é hidrofilica.

O crescimento também foi prejudicado na auséncia do gene rhlG, uma vez que o
mutante apresentou um crescimento 3 vezes menor que o da linhagem selvagem na
mesma fonte de carbono, sendo que esses resultados corroboram com os resultados
obtidos utilizando o6leo de girassol como fonte de carbono, em que o mutante também

apresentou menor crescimento que a linhagem selvagem.
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A delecdo do gene rhlYZ, também acarretou uma reducdo no crescimento

microbiano (Figura 26), tal como observado no mutante ArhlG.

Figura 26: Perfil cinético do mutante P. aeruginosa MPAO1 ArhlYZ.
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Porém nesse caso a producdo de ramnolipidios ndo foi afetada, uma vez que a
cepa P. aeruginosa MPAO1 ArhlYZ, apresentou uma producdo semelhante a da linhagem
selvagem quando da utilizacéo de glicerol como fonte de carbono, sendo a diferenca entre
as producdes maximas de ambas de apenas 0,20g/L.

O perfil de producdo dessas duas linhagem foi bastante parecido também. A Unica
diferenca € que a cepa mutante apresentou um atraso na producdo do biossurfactante,
tendo iniciado uma producao expressiva apds 85 horas enquanto a linhagem selvagem ja
apresentava producdo com 71 horas. Portanto o operon rhlYZ ndo apresenta uma
relevancia para a producdo de ramnolipidios quando a fonte de carbono utilizada é
glicerol. Esse comportamento contraria 0 observado por abdel-Mawgoud et al, (2014),
que relatam uma reducéo na producdo de ramnolipidios na auséncia desse gene mesmo

utilizando o meio de cultura glicerol como fonte de carbono.
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Com relagdo ao consumo de glicerol o mutante ArhlYZ apresentou maior
consumo, sendo mais acentuado a partir de 76 horas e praticamente esgotando a fonte
de carbono com 114 horas de bioprocesso. Porém a eficiéncia de conversao da fonte de
carbono no bioproduto foi menor que a da linhagem selvagem, uma vez que 0 consumo
de glicerol foi maior e a producéo de ramnolipidios foi semelhante.

A Figura 27, apresenta o perfil do cultivo realizado utilizando o mutante com a

dupla delecéo tanto do operon rhl'YZ como do gene rhlG.

Figura 27: Perfil cinético do mutante P. aeruginosa MPAO1 ArhlYZArhlG.
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Pode-se notar que o mutante com a dupla delecdo apresentou 0 menor consumo
de glicerol quando comparado as outras linhagens, apresentando uma quantidade residual
de glicerol de 73,6g/L de glicerol ao término do processo. A delecdo dupla foi prejudicial
ao consumo da fonte de carbono empregada. Porém o crescimento microbiano desse

mutante foi ligeiramente superior ao dos outros mutantes apresentando um crescimento

maximo de 10,869/L.



94

Com relacdo a producdo, utilizando glicerol como fonte de carbono o mutante
ArhlGArhlYZ também apresentou a menor produgdo, quando comparado as outras
linhagens sendo a producdo maxima de apenas 0,66g/L de ramnolipidios, dessa forma a
dupla delecéo foi prejudicial para a producao final desse biossurfactante quando a fonte
hidrofilica de carbono foi empregada, visto que ocorreu uma reducdo de 86,8% na

producdo quando comparado a linhagem selvagem.

453 Andlise de balango de fluxo nas rotas envolvidas na producdo de
ramnolipidios pelas linhagens P. aeruginosa MPAO1, P. aeruginosa
MPAOI1ArhIG, P. aeruginosa MPAOI1ArhlYZ e P. aeruginosa MPAO1
ArhlGArhlYZ utilizando 6leo de girassol como fonte de carbono

As anélises de fluxo metabdlico foram realizadas no periodo de 28 a 37 horas para
os bioprocessos empregando 6leo de girassol como fonte de carbono. Ja para 0s processos
utilizando glicerol como fonte de carbono o intervalo analisado foi de 76 a 109 horas,
pois nesses momentos 0s bioprocessos se apresentavam em uma fase pseudo-estacionaria
(“pseudo steady state™).

Para a realizacdo das quantificacbes de fluxo aplicou-se 0o modelo de escala
gendmica, que permite quantificar as velocidades das reagdes através de taxas especificas
de consumo de substrato, formacao de produto e biomassa (BLANK; KUEPFER., 2010).
O modelo utilizado para estimar os fluxos compreende a maioria das rotas metabolicas
da linhagem P. aeruginosa PAO1 que é considerada a linhagem tipo dessa espécie e
modelo pra producdo de ramnolipidios (OBERHARDT et al., 2011; MULLER et al,
2010).

Vale ressaltar que o modelo utilizado ndo compreende todos os homdlogos de
ramnolipidios quantificados e apresentados nos graficos anteriores, apenas 0s mono e 0

di-ramnolipidios C10-C10 estdo inclusos no modelo, excluindo-se assim outros
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congéneres que fazem parte dos resultados apresentados anteriormente. Para alimentar o
modelo as velocidades foram calculadas na unidade mM.(g de biomassa."™?).

A funcdo objetivo do modelo utilizada para validar os dados obtidos foi a velocidade
especifica de crescimento, denominada no modelo com f. A tabela abaixo apresenta os
valores de f calculados e os valores obtidos ap6s a alimentacdo do modelo para verificar
a validade dos dados obtidos (Tabela 3).

Tabela 3: Velocidades especificas de crescimento, calculadas e obtidas pelo modelo em
todos os bioprocessos.

Fonte de velocidade velocidade especifica
Linhagem carbono especifica calculada obtida pelo modelo
Oleo de
P. aeruginosa
Girassol 0,014 0,013
MPAO1
Glicerol 0,0085 0,0103
Oleo de
P. aeruginosa
Girassol 0,0328 0,0413
MPAOI1 ArhlG
Glicerol 0,0027 0,2656
Oleo de
P. aeruginosa MPAO1
Girassol 0,0478 0,036
ArhlYZ
Glicerol 0,0237 0,0254
P. aeruginosa Oleo de
MPAO1 Girassol 0,0475 0,0435
ArhlGArhlYZ Glicerol 0,0216 0,0264

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.
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Vale ressaltar que todas as velocidades calculadas ficaram proximas as obtidas
pelo modelo, exceto pelo bioprocesso utilizando a linhagem P. aeruginosa MPAO1
ArhlG, ¢ glicerol como fonte de carbono, nesse caso a velocidade especifica de
crescimento calculada foi 100 vezes menor que a obtida pelo modelo. Dessa maneira é
necessario ter esse dado em mente para avaliar os dados resultantes desse processo.

Nos cultivos utilizando 6leo de girassol como fonte de carbono as maiores
velocidades especificas de crescimento foram obtidas nos cultivos utilizando os mutantes
P. aeruginosa MPAO1 ArhlYZ e P. aeruginosa MPAO1 ArhlGArhlYZ, o que ocorre
devido ao um crescimento tardio dessas linhagens.

A figura (Figura 28) apresenta os fluxos obtidos nos bioprocessos utilizando 6leo

de girassol como fonte de carbono.
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Figura 28: Figura apresentando os fluxos metabdlicos dos bioprocessos realizados utilizando 6leo de girassol como fonte de carbono. A legenda no canto superior
da figura mostra que cada cor de fluxo representa uma linhagem diferente.
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A producdo de PHA ndo foi calculada, uma vez que estudos anteriores realizados
pelo nosso grupo de pesquisa, demonstraram que a taxa de producéo desses polimeros é
muito baixa, ndo sendo considerada pelo modelo utilizado (dados ainda nao publicados).

E importante ressaltar que o modelo utilizado ndo prevé nenhum desvio de fluxo
direto da pB-oxidadacdo para a producdo dos precursores da porcdo lipidica dos
ramnolipidios, como proposto por (ABDEL-MAWGOUD et al., 2014).

No periodo analisado pode-se observar que a linhagem P. aeruginosa MPAO1
ArhlG apresenta o maior fluxo direcionado para a producdo de ramnolipidios, mais uma
vez contradizendo Campos-Garcia et al., (1998), que relata que a delecdo desse gene
acarreta na nao producdo desse biotensoativo.

E importante ressaltar que a delecdo do gene rhlG favoreceu o fluxo para a
producdo de ramnolipidios uma vez que mesmo o duplo mutante P. aeruginosa MPAO1
ArhlGArhlYZ, apresentou um fluxo maior que o mutante P. aeruginosa MPAO1 ArhlYZ,
gue ndo apresenta delecdo no gene rhlG.

A delecdo do gene rhlYZ também alterou o fluxo de carbono direcionado a
producdo de ramnolipidios, o mutante P. aeruginosa MPAO1 ArhlYZ apresentou um
fluxo mais de 20 vezes menor que o obtido pela linhagem selvagem para a formacéo de
mono ramnolipidios e 100 vezes inferior para a formacdo de di ramnolipidios, 0 que
corrobora com os autores abdel-Mawgoud et al, (2014), que ressaltam a importancia
desse gene para a producdo desse metabolito microbiano.

A

Tabela 4 apresenta os fluxos obtidos em cada ciclo da f-oxidacao pelas diferentes

linhagens nos bioprocessos utilizando fonte de carbono hidrofébica.
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Tabela 4: Fluxo obtidos em cada ciclo da B-oxidacdo pelas diferentes linhagens nos
bioprocessos utilizando 6leo de girassol.

C16:0 C18:0

MPAO1 ArhlG ArhlYZ  ArhlGArhlYZ MPAO1 ArhlG ArhlYZ  ArhlGArhlYZ

1° Ciclo 0,1680 0,4203 0,2228 0,5520 0,1680 0,4203 0,7078 0,5520
2° Ciclo 0,1680 0,4203 0,2228 0,5520 0,1680 0,4203 0,2228 0,5520
3° Ciclo 0,4958 1,2076 1,5639 1,6274 0,1680 0,4203 0,2228 0,5520
4° Ciclo 0,6075 2,3470 3,0820 2,0466 0,4958 1,2076 1,5639 1,6274
5° Ciclo 0,6075 2,3470 3,0820 2,0466 0,6075 2,3470 3,0820 2,0466
6° Ciclo 0,6075 2,3470 3,0820 2,0466 0,6075 2,3470 3,0820 2,0466
7° Ciclo 0,5384 2,0287 3,0704 2,0199 0,6075 2,3470 3,0820 2,0466
8° Ciclo 0,5384 2,0287 3,0704 2,0199 0,5384 2,0287 3,0704 2,0199
9° Ciclo - - - - 0,5384 2,0287 3,0704 2,0199
C18:1 C18:2

MPAO1 ArhlG  ArhlYZ ArhlGArhlYZ MPAO1 ArhlG  ArhlYZ ArhlGArhlYZ

1° Ciclo 0,3278 0,7872 1,3411 1,0754 0,1117 1,1393 1,5180 0,4191
2° Ciclo 0,3278 0,7872 1,3411 1,0754 0,1117 1,1393 1,5180 0,4191
3° Ciclo 0,3278 0,7872 1,3411 1,0754 0,1117 1,1393 1,5180 0,4191
4° Ciclo 0,4958 1,2076 1,5639 1,6274 0,1117 1,1393 1,5180 0,4191
5° Ciclo 0,6075 2,3470 3,0820 2,0466 0,6075 2,3470 3,0820 2,0466
6° Ciclo 0,6075 2,3470 3,0820 2,0466 0,6075 2,3470 3,0820 2,0466
7° Ciclo 0,6075 2,3470 3,0820 2,0466 0,6075 2,3470 3,0820 2,0466
8° Ciclo 0,5384 2,0287 3,0704 2,0199 0,5384 2,0287 3,0704 2,0199
9° Ciclo 0,5384 2,0287 3,0704 2,0199 0,5384 2,0287 3,0704 2,0199

O catabolismos dos acidos graxos até acetil-CoA foi a principal rota utilizada

devido a natureza da fonte de carbono empregada, a linhagem que apresentou 0 maior
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fluxo para acetil-CoA foi P. aeruginosa MPAO1 ArhlYZ. Os outros dois mutantes
também apresentaram um aumento nesse fluxo quando comparados a linhagem selvagem.

No caso do mutante P. aeruginosa MPAO1 ArhlG o fluxo maior voltado para a
formacéo de acetil-CoA resultou em um subsequente aumento na formacéo do metabolito
de interesse. Ja quando o operon rhlYZ foi deletado ndo houve um posterior aumento no
fluxo para a producédo de ramnolipidios.

O mutante com dupla delecdo apresentou um maior crescimento, evidenciando o
direcionamento do fluxo de carbono para a formacao de biomassa, porém o mutante P.
aeruginosa MPAO1 ArhlYZ, ndo apresentou maior formagdo de biomassa nem de
producdo, o que sugere que o carbono esteja sendo direcionado pra formacédo de outro
metabolito ndo quantificado.

A tabela abaixo apresenta os valores de fluxos de producdo de &cidos graxos
obtidos nos bioprocessos utilizando fonte de carbono hidrofébica.

Tabela 5: Valores dos fluxos de sintese de acidos graxos, obtidos nos bioprocessos
utilizando 6leo de girassol, para todas as linhagens estudadas.

Distribuicao de Fluxo

Sintese de Acidos Graxos MPAO1 ArhlG Arhlyz ArhlGArhlYz
12 Ciclo 0,06909 0,31827 0,01152 0,02266
22 Ciclo 0,06909 0,31827 0,01152 0,02266
32 Ciclo 0,06909 0,31827 0,01152 0,02266
42 Ciclo 0,06909 0,31827 0,01152 0,02266
52 Ciclo 0,00349 0,01138 0,00839 0,01198
62 Ciclo 0,00283 0,00923 0,00681 0,00972
72 Ciclo 0,00246 0,00803 0,00592 0,00846
82 Ciclo 0,00153 0,00498 0,00368 0,00525

92 Ciclo 0,00009 0,00028 0,00020 0,00029
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A partir dos dados da Tabela 5, observa-se que a maior parte do fluxo entre o quarto
e quinto ciclo da biossintese de acidos graxos € direcionado para a producao de ramnolipidios.
Outros desvios de &cidos graxos vdo para UDP-3-O-(30H-C10:0)-N-acetil-glicosamina,
Pseudomonas Lipidio A e 1,2-Diacil-sn-glicerol 3—fosfato. Portanto é importante dar mais
atencdo para a formacao da ramnose, que pode ser nesse caso 0 gargalo para a producgéo de
ramnolipidios. Assim torna-se interessante a realizagdo de modificagdes genéticas que
foquem no aumento do fluxo da porcéo hidrofilica desse biossurfactante, tal como, a super
expressdo do operon rmIBDAC responsavel por encodar as enzimas relacionadas a producao
de dTDP-I-raminose, vale ressaltar porém que esse operon possui uma intrincada rede de
regulacdo, o que dificulta a sua super expressio (AGUIRRE-RAMIREZ et al, 2012).

Afim de verificar esse gargalo na producéo da porc¢do hidrofilica dos ramnolipidios
quantificou-se a producdo dos acido 3-hidroxyalkanoico (HAAS), precursor da porcao
hidrofdébica dos ramnolipidios. Os mesmo foram encontrados na forma livre no meio extra
celular ressaltando a necessidade de estratégias que visem aumentar o fluxo de carbono para
a producéo de ramnose. A tabela abaixo mostra a produgéo do &cido 3-hidroxyalkanoico apos

37 horas de bioprocesso.

Tabela 6: Quantidade de HAAs produzida com 37 horas de bioprocesso utilizando Oleo
de girassol como fonte de carbono.

MPAO1 ArhiG ArhlYZ ArhiGArhlYZ

Produgédo de HAAs g/L 0,65286 0,01804 3,18416 0,01804

Pode-se verificar pela Tabela 6, que realmente ha excedente de HAAs sendo
secretado para 0 meio extracelular, reforcando assim a hipotese levantada anteriormente.
A Figura 29 apresenta os dados de fluxo calculados nos bioprocessos utilizando

glicerol como fonte de carbono, pode- se verificar que ao utilizar o glicerol como fonte


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Aguirre-Ram%C3%ADrez%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22262098
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de carbono, as linhagens selvagem e 0 mutante com delecdo no gene rhlYZ, apresentam
o maior fluxo para a formacdo de ramnolipidios. Deve-se lembrar que os fluxos da
linhagem P. aeruginosa MPAO1 ArhlG, ndo podem ser levados em consideragdo uma
vez que a funcéo objetiva teve seu valor calculado 100 vezes menor que o valor resultante
do modelo.

Pode-se observar ainda que o fluxo saindo do ciclo do glioxilato para a
gliconeogénese é zero para todas as linhagens quando a fonte de carbono empregada foi
glicerol. Dessa maneira todo o fluxo para a formacdo da molécula de ramnose é

proveniente da transformacdo de glicerol em glicerol-3fosfato.



Figura 29: Figura apresentando os fluxos metabdlicos dos bioprocessos realizados utilizando glicerol como fonte de carbono

figura mostra que cada cor de fluxo representa uma linhagem diferente.
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A tabela abaixo apresnta os fluxos anabolicos dos acidos graxos quando a fonte

de carbono utilizada foi glicerol.

Tabela 7:Valores dos fluxos de sintese de &cidos graxos, obtidos nos bioprocessos

utilizando glicerol, para todas as linhagens estudadas.

Sintese de Acidos

Distribuicao de Fluxo utilizando glicerol

Graxos MPAO1 ArhlG ArhlYZ ArhlGArhlYZ
12 Ciclo 0,03975 0,07827 0,01367 0,00946
22 Ciclo 0,03975 0,07827 0,01367 0,00946
32 Ciclo 0,03975 0,07827 0,01367 0,00946
42 Ciclo 0,03975 0,07827 0,01367 0,00946
52 Ciclo 0,00285 0,07311 0,00699 0,00726
62 Ciclo 0,00249 0,06390 0,00611 0,00634
72 Ciclo 0,00231 0,05930 0,00567 0,00588
82 Ciclo 0,00125 0,03202 0,00306 0,00318
92 Ciclo 0,00007 0,00178 0,00017 0,00018

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Nota-se que para a cepa selvagem assim como ocorreu quando a fonte de carbono

empregada foi 6leo de soja ha uma reducéo drastica no fluxo entre 0 4° e 0 5° ciclo, o que

mais uma vez vai levar ao acumulo dos HAAs; fato também observado mais uma vez

para o mutante com a delecdo no gene rhlYZ, porém essa reducdo foi mais gradual no

mutante com a dupla delecéo.

Porém quando a fonte de carbono utilizada foi glicerol apenas a linhagem

selvagem apresentou producéo extracelular de HAAs de 0,18g/L.
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4.6 CONCLUSAO

Os resultados apresentados permitem concluir que, o gene rhlG néo é essencial para
a producdo de ramnolipidios como se acreditava anteriormente. Uma vez que sua delecédo
favoreceu a producdo desse metabolito microbiano no mutante com a dupla delecédo
quando utilizou-se fonte de carbono hidrofébica. Porém ao utilizar glicerol como fonte
de carbono a producao de ramnolipidios foi prejudicada.

Ja o operon rhlYZ possui bastante influéncia na producdo desses biotensoativos,
quando a fonte de carbono empregada é hidrofdbica, nessas condi¢cdes a auséncia desse
gene levou a uma queda na producdo. Porém ndo teve impacto na mesma quando a fonte
de carbono utilizada foi o glicerol. Pode-se concluir ainda que a andlise de fluxo
metabolico € uma importante ferramenta para ajudar a desenhar novas linhagens visando
a otimizacdo da producdo de ramnolipidios. Os resultados mostram que a formacdo da

porcdo hidrofilica pode ser o gargalo na producédo desse biotensoativo.
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5 CAPITULO IV- APLICACAO DOS RAMNOLIPIDIOS: ADSORCAO DE
CORANTES TEXTEIS UTILIZANDO RAMNOLIPIDIOS.
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5.1 INTRODUCAO

As industrias téxteis sdo responsaveis pela geracdo de um grande volume de
efluentes contendo corantes e compostos organicos toxicos, tais como: Benzeno, tolueno,
etil-benzeno, naftaleno, antraceno e xileno (GONG et al., 2007). Estes compostos e seus
residuos possuem efeitos mutagénicos e carcinogénicos, além de apresentarem potencial
bioacumulativo (JESUS., 2005).

O ramo da industria téxtil é responsavel pelo consumo de um grande volume de
agua e geracao de residuos, com elevada carga organica e forte coloracdo dos efluentes
(KUNZ, et al., 2002). Os corantes utilizados apresentam diferentes estruturas e interacoes
qguimicas com o0 meio, 0 que exige um tratamento especifico para cada classe de corante
presente em um determinado residuo (ROBINSON et al., 2001).

A classe que compreende 0s azos corantes representa 70% da producdo mundial.
Esses compostos apresentam como grupo cromaforo a interacao da liga¢do azo (-N=N-)
e espécies aromaticas, o que os tornam toxicos e de dificil degradacdo no ambiente.
(CARLILE, et al., 2004). Apds a biotransformacdo desses pigmentos, pode ocorrer a
formacdo de aminas aromaticas livres, benzidinas e outros intermediarios com grande
potencial mutagénico e carcinogénico (GUARATINI; ZANONI, 2000).

O tratamento de efluentes contaminados com azo-corantes é feito a partir de
métodos fisico-quimicos tais como: degradacdo foto-eletroquimica, fluxo subcritico,
adsorcdo, entre outros, aliados as técnicas de oxidacdo avancadas, como a 0zonizagdo
(BRUNELLI et al., 2009; HOSSEINI et al., 2010;). Entretanto, alguns tratamentos
apresentam alto custo, demandam muito tempo, além de exigirem um grande espago
fisico, o0 que faz com que muitas empresas do setor descartem os efluentes diretamente

NoS rios.
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O meétodo de tratamento por adsorcao € uma alternativa viavel, pois ndo apresenta
0S aspectos negativos citados, aléem disso, os adsorventes empregados podem ser
biodegradaveis (LEVANDOWSKI; KALKREUTH., 2009). Materiais alternativos tém
sido propostos para serem aplicados como adsorventes, tais como o bagaco de cana,
pseudocaule de bananeira, casca de arroz, peciolo de buriti, fibra de coco, carvéo ativado,
esterco bovino, serragem e cinzas de madeiras, entre outros (SILVA et al. 2010b; COSTA
et al. 2009; ROSSITER et al. 2012; KADIRVELU et al. 2003; LEVANDOWSKI;
KALKREUTH.,. 2009).

Os biossurfactantes sdo compostos de origem bioldgica, produzidos por diversos
seres vivos, sendo os mais amplamente estudados para producdo industrial, micro-
organismos tais como: bactérias, leveduras e fungos filamentosos (CAMEOTRA ;
MAKKAR, 1998). Esses metabolitos microbianos podem ser empregados na limpeza de
ambientes aquaticos e terrestres contaminados por petréleo e derivados e metais pesados
(BANAT, 1995).

Os ramnolipidios estdo entre os biossurfactantes mais efetivos na remocédo de
compostos hidrofobicos do solo (BANAT, 1995), além disso podem ser produzidos a
partir de fontes renovaveis, apresentam excelente biodegradabilidade e compatibilidade
ambiental( BENINCASA et al, 2002; NITSCHKE et al, 2005a; COSTA et al, 2005; ).

Esses biotensoativos provaram ser eficientes na remocédo de petréleo bruto de
areias contaminadas, além de poderem ser utilizados ainda na remocdo de metais e
residuos de mineracdo em solo e &gua (COSTA et al 2010; VENKATESH ;
VEDARAMAN, 2012; ARA ; MULLIGAN, 2008).

Relatos na literatura mostram que esses biossurfactantes podem ser utilizados
para a remocdo de corantes de efluentes aquosos. Wu et al, (2014), relatam que os

ramnolipidios quando ligados ao 6xido de grafeno foram capazes de remover o corante
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azul de metileno de efluente, porém neste trabalho os autores utilizaram uma ligagéo
quimica para favorecer a adsorcéo.

Devido ao alto potencial dos ramnolipidios na biorremediacéo o presente capitulo
voltou-se para a aplicagdo desse composto bioldgico, produzido a partir de fontes
renovaveis, na remocdo de um corante téxtil toxico presente no efluente de industrias
desse setor. Focando dessa maneira 0 uso de uma molécula “verde” sem nenhuma

modificacdo quimica para tratar um poluente que pode causar prejuizos ambientais.

5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Micro-organismo
O micro-organismo empregado nessa etapa do trabalho foi Pseudomonas
aeruginosa LBI 2A1, o qual é proveniente de um banco de mutantes randémicos do
Laboratorio de Microbiologia Industrial — Depto de Bioguimica e Microbiologia — Unesp
Rio Claro (LOVAGLIO, 2011). Esse micro-organismo encontra-se acondicionado em

tubos criogénicos contendo glicerol 20% v/v, em freezer a -80°C.

5.2.2 Meios de cultura

5.2.2.1 Meio Mineral livre de calcio com tampéo fosfato

O meio mineral livre de célcio com tampéo fosfato possui a seguinte constituicdo
em (g/L): MgSO4 7H20 - 0,05; KCI - 0,1; NaNOs - 1,5; tampéo fosfato 0,21mol/L pH 6,5
e 1 mL/L da solucgéo de elementos tragos. Esta solucéo é composta por (g/L): citrato de
sodio dihidratado — 2,0; FeCl3 6H20 — 0,28; ZnSO4 7H20 — 1,4; CoCl2 6H.0 — 1,2; CuSOg4

5H,0 —1,2; MnSO4 H20 - 0,8.
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Esse meio foi utilizado no cultivo do micro-organismo, o qual foi usado como
indculo para o biorreator, as fontes de carbono utilizadas para o crescimento microbiano

foi 125 g/L de 6leo de soja.

5.2.2.2 Meio Mineral livre de calcio

Para a producdo de ramnolipidios em biorreator utilizou-se o meio mineral livre
de célcio, composto por (g/L): KoHPO4 — 0,3; MgSO4 7H20 - 0,5; KCI — 1,0; NaNO3 —
15. O volume e a composicao da solucdo de elementos tracos utilizada foram os mesmos
descritos no item 4.2.2.1, a fonte de carbono utilizada foi éleo de soja na concentracgdo de
250 g/L

A massa de reagentes utilizada, nos meios descritos nos itens 4.2.2.1 e 4.2.2.2, foi
baseada no volume de solucgdo aquosa, ndo considerando o volume da fonte de carbono.
Quando o processo atingiu os tempos de 20, 40, 70 e 120 horas foram adicionados ao
reator 1 mL/ L da solucéo de elementos traco (item 4.2.2.1). A fermentacdo foi realizada

em bioreactor labfors 3.

5.2.2.3 Extracéo e purificacdo dos ramnolipidios

A extracdo foi realizada de acordo com Silva et al, (2015), primeiramente 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 separacdo das fases. Descartou-se a fase
contendo n-hexano/ 6leo e adicionou-se H3PO4 85% 1:100 (v/v) a fase aquosa, levando
a precipitacdo dos ramnolipidios presente. Para a extracdo do tensoativo utilizou-se
acetato de etila 1:1,25 (v/v); agitou-se por 10 min e novamente a mistura foi mantida em

repouso, retirou-se a fase superior para evaporagéo do solvente em evaporador rotativo
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obtendo assim os ramnolipidios. O procedimento de extracdo com acetato de etila foi

repetido com a fase inferior.

5.2.3 Experimentos de adsor¢do

O corante utilizado para os testes foi o Direct Orange 2GL, com grau de pureza
de 70%. O corante Direct Orange 2GL é estavel, ndo apresentando alteracfes no espectro
de acordo com variagdes no pH, ndo apresentando desta forma efeito batocrémico e
hipsocromico (MENDES et al. 2015). A solugdo estoque corante foi preparada
dissolvendo-se 1000 mg do corante em 1 L de agua deionizada, resultando assim em um
solugdo de 1mg.ml?, tal solucdo foi armazenada em um frasco dmbar a temperatura
ambiente.

Na primeira etapa dos ensaios avaliou-se o efeito do pH na remogéo do corante
utilizando ramnolipidios, os experimentos foram realizados em Erlenmeyers contendo 20
mL da solucdo de corante com concentragdo de 100 pg/mL. Usando 1 mg/ mL de
ramnolipidios como material adsorvente, os testes foram realizados com a solugdo em
repouso e a faixa de pH avaliada foi de 2,0 a 8,0. O experimento foi realizado a
temperatura constante de 20 °C, o tempo de contato entre o biossurfactante e a solugédo
de corante foi de 4 horas.

A concentracdo de corantes em solucéo antes e depois da adsorc¢éo foi determinada
por analise em espectrofotdmetro UV-Vis Shimadzu Model 2401 — PC, sendo a varredura
feita na faixa de 200 a 800 nm. Antes de cada analise, a amostra foi centrifugada por 10
minutos, 10000 x g 20°C. O melhor pH onde houve maior remocgdo do corante foi
utilizado nos demais testes.

Em seguida, determinou-se a quantidade minima de ramnolipidios necessaria para

remover todo o corante da amostra. Para isso utilizou-se 0s mesmos parametros do teste
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anterior, variando apenas a concentracdo de biossurfactante avaliada numa faixa de 0,25

até 1,25 mg/mL.

5.2.3.1 Estudos de cinética e equilibrio

Nesta etapa do estudo utilizou-se a mesma concentragéo de corante e volume dos
testes anteriores (5.2.3). Para o estudo cinético utilizou-se uma solugdo contendo 1
mg/mL de ramnolipidios. O corante ficou em contato com o adsorvente por 105 minutos
em temperatura constante de 20°C, sendo retirada uma aliquota do sobrenadante a cada
15 minutos, o material foi entdo submetido a uma varredura em espectrofotémetro UV-
Vis por todo o espectro de luz visivel.

Os estudos de equilibrio de adsor¢do foram realizados variando-se a concentracédo
de ramnolipidios (0.25 até 1.25 mg/mL) e a temperatura de cada amostra 283 a 313 K.

Para calcular a concentracao de equilibrio, ge (ug/mg), utilizou-se a Equacao 1.

Equacéo 1:

_ V.(Co — Ce)

Onde: W representa a massa do adsorvente (mg), V é o volume de solucdo de corante
(mL), Co e Ce sdo as concentragdes iniciais e de equilibrio da solugéo de corante (ug/mL),

respectivamente.
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5.2.3.2 Recuperacao do corante ap0s a adsorcao

Para recuperacao do corante procedeu-se da seguinte maneira, em um Erlenmeyer
com 20 mL de solucdo contendo do 100 pg/mL de corante, no pH 6timo de remocdo, foi
adicionado ramnolipidios até uma concentragdo final de 1.00 mg/mL.

Apols 4 horas a 20°C o biossurfactante adsorvido ao corante, foi retirado da
solucdo aquosa. Através de centrifugacdo por 5mim a 10.000 g (o biossurfactante ligado
ao corante permanecia precipitado no fundo dos frascos, porém para garantir a remocao
total do mesmo era realizada a centrifugacdo), o sobrenadante foi retirado para analise em
espectrofotobmetro. Quantificou-se a porcentagem de corante adsorvido pelos
ramnolipidios através da Equacéo 2.

Equagéo 2:

(Co —Ce).100

D(%) = Co

Em seguida adicionou-se 20 mL de &dgua destilada aos ramnolipidios ja adsorvidos
ao corante (que ficaram no fundo do tubo falcon apés a centrifugacéo) a fim de retornar
esse material ao seu volume inicial, o pH dessa nova solucdo foi ajustado para 7,00
utilizando NaOH 4M sob agitacdo constante. Apds a desorcdo dos ramnolipidios e do
corante, a amostra foi centrifugada a 10000 x g, 10 minutos e 20°C. sendo o material
novamente submetido a analise espectrofotométrica. Dessa forma quantificou-se a
porcentagem de corante recuperado, e comparou-se com a porcentagem inicial para

estimar a eficiéncia de recuperagéo.
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5.2.3.3 Analise em espectrofotometria FT-IR

Os ramnolipidios e o corante em po foram caracterizados por transformada de
fourier infravermelho (FT-IR) em um espectrofotdmetro Shimadzu Model 8300, antes e
depois do teste de adsor¢do. As amostras foram aquecidas por 12h a 80 °C. Apds isso 0s
pellets de sal foram preparados utilizando 1mg da amostra seca e 149mg de Kbr, os
matérias foram homogeneizados e por 5min a 40 kN. Os pellets foram entdo analisados
em espectrofotdmetro FT-IR na faixa de 400 to 4.000 cm™ com 16 escaneamentos a uma
resolucdo de 4 cm-1. As estruturas quimicas e os graficos foram realizados utilizando os

softwares ACD/ChemSketch and Origin 6.10

5.2.3.4 Teste de toxicidade apds a remocao do corante

Os testes de toxicidade foram conduzidos utilizando o microcrustaceo Daphnia
similis, os mesmos foram cedidos pela equipe do Laboratorio de Ensino e Pesquisa de
Toxicidade de Aguas do Departamento de Bioquimica e Microbiologia da UNESP,
campus de Rio Claro.

Os testes foram conduzidos de acordo com as normas técnicas da ABNT NBR
12713:2009 e CETESB L5. 022, 1991. Os organismos testes foram incubados em
temperatura controlada de 20+2°C, iluminacdo de 1000 Lux e fotoperiodo de 16 horas de
luminosidade e 8 horas de escuro. A alimentacéo foi realizada diariamente com 2 mL de
suspensdo da alga Pseudokirchneriella subcaptata na concentragdo de 3,0 a 3,5x10’
Cel/mL (determinada mediante a contagem em cédmara de Neubauer) e 1 mL de ragéo
(racdo para peixes + fermento).

A renovacdo da agua de manutencdo foi feita duas vezes por semana. A agua
utilizada foi coletada quinzenalmente no rio Ribeirdo Claro, junto a captacdo da Estacao

de Tratamento de Agua (ETA 1) do Departamento Auténomo de Agua e Esgoto (DAAE)
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do municipio de Rio Claro, SP. Os crustaceos foram submetidos as concentracfes de

corante resultantes apos a extracéo realizada com ramnolipidios.
5.3 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.3.1 Experimentos de adsorcao
A Figura 30 apresenta a concentracdo residual do corante apds a remogéo
utilizando ramnolipidios nos diferentes valores de pH.
Figura 30: Concentracdo residual do corante Direct Orange 2GL ap6s a remocao

utilizando ramnolipidios em diferentes concentracdes de pH.
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Nota-se que em pH &cido houve maior eficiéncia na remocao do corante. A maior
quantidade removida foi 49,20 ug/mL de corante, em pH 2.0, a sor¢do do corante também
foi eficiente em pH 3,0 e 4,0, atingindo 47 e 35,5%, respectivamente. J& em pH alcalino
a remogé&o foi muito baixa ou ndo ocorreu, como observado em pH 8,0.

De acordo com Araudjo et al., (2006), durante o processo de adsor¢do, fatores
como o pH da solucdo podem influenciar nas ligagdes quimicas entre adsorbato e

adsorvente, permitindo uma maior interacéo entre sitios de ligagéo e ocorréncia de pontes
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de hidrogénio, aumentando assim a capacidade de sor¢cdo do adsorvente. Neste estudo,
observou-se que com o aumento do pH houve queda na capacidade de sorcdo dos
ramnolipidios, indicando que a interacédo entre o biossurfactante e o corante Direct Orange
2GL é possivelmente uma interacdo influenciada pela protonacdo das moléculas em pH
acido, segundo Oliveira et al, (2013).

Ao analisar os valores obtidos nos pH 6,00, 7,00 e 8,00, nas quais a concentracdo
de corante inicial ndo diminuiu, permanecendo préximos ao valor de 100 pug/mL, tem-se
um indicativo que em pH neutro e alcalino os ramnolipidios ndo apresentam sitios de
interacdo com o corante, ndo promovendo assim a adsorcdo. A partir desses resultados
optou-se por realizar os demais estudos em pH 2.00, vale ressaltar que Oliveira et al,
(2013) relatam em seu trabalho que a adsorcdo de ramnolipidios por carvédo ativado
também foi favorecida em pHs &cidos, os autores relatam ainda que a adsorcao pode ser
melhorada pelos grupos funcionais como os acidos carboxilicos quando protonados em
pH baixo.

O estudo da remocéo do corante variando a massa de ramnolipidios mostrou que
0 espectro do corante ndo muda durante o processo de adsorcao (Figura 31), isso indica
que toda a molécula do corante estad sendo removida pelo metab6lito microbiano. Nota-
se apenas uma reducdo na absorbancia de uma maneira proporcional a quantidade de
corante, sem nenhuma mudanca no espectro, demonstrando que ndo ha alteracdo na
molécula do corante apenas uma reducéo na concentracdo do mesmo (GLENN ; GOLD.,
1983). Essa é uma das vantagens de uma adsor¢do eficiente, pois nesse caso ndo ha
formacdo de moléculas mais toxicas que a molécula inicial (RABELO et al., 2012). Outro
fato observado é que esse material decanta apds 3 horas, 0o que € importante para o
tratamento de efluentes como descrito por Kuai et al., (1999). Vale ressaltar que em pH

acido os ramnolipidios tendem a precipitar tornando-se insollveis em agua, essa técnica
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de acidificacdo é bastante utilizada para a purificacdo desse biossurfactante (SANTOS et
al., 2013) sendo essa propriedade dos ramnolipidios a responsavel pela decantacdo do

corante adsorvido ao biotensoativo.

Figura 31: Gréafico do espectro de remocdo do corante Direct Orange 2GL variando a

concentracdo de ramnolipidios.
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Utilizando os dados obtidos neste grafico foi possivel fazer uma regressao linear,
determinando a massa minima de ramnolipidios necessaria para remover todo o corante
da solucdo. Nas condicdes estudadas, e com uma concentracdo de 100 pg/mL de corante,

seria necessario um total de 2,120 mg/mL de ramnolipidios para remover todo o corante.

Apds os calculos para verificar a quantidade de ramnolipidios necessaria para a
remocao completa do corante nas condicGes estudadas realizou-se o experimento anterior

novamente, afim de comprovar se a concentragcdo estimada realmente seria capaz de
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adsorver completamente o corante. Verificou-se entdo que a estimativa estava correta, a
Figura 32 possibilita visualizar a remocdo, corroborada com medi¢cdes em
espectrofotdbmetro que confirmaram uma remocéo de 100% do corante.

Figura 32: Remocao do corante utilizando diferentes concentracfes de ramnolipidios,
da esquerda para a direita as concentragdes utilizadas foram: 0; 0,25; 0,5; 0,75; 1,00;

1,25 e 2,12 mg/ml de ramnolipidios

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

5.3.2 Cinética e equilibrio
Os resultados do estudo cinético mostraram que a adsorcao do corante pelos
ramnolipidios alcanga o equilibrio em 60 minutos, mantendo o valor de geexp) COnstante,
como mostrado na Figura 33, em um processo de tratamento de efluentes o tempo de
retencdo é importante, pois afeta a eficiéncia do mesmo (Kuai et al. 1999).
Figura 33: Gréfico do estudo cinético da remocdo do corante Direct Orange 2GL

utilizando ramnolipidios como adsorvente.
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Alguns modelos cinéticos sdo utilizados para compreender o comportamento do
adsorvente e também para analisar qual o processo controlador da adsorcao, podendo
assim estimar quais interacdes podem estar ocorrendo (Aravindhan et al. 2007). Desta
forma para uma melhor interpretacéo dos dados foram utilizados os modelos cinéticos de
pseudo-primeira ordem e pseudo-segunda ordem.

A Equacdo 3 representa 0 modelo de pseudo-primeira ordem descrito por

Lagergren, (1898).

Equacéo 3:

In(ge — qt) =Inqge — kl. t

Onde t é o tempo em minutos, kl é a constante de adsorcdo da pseudo-primeira ordem
(mim™) e gt é a quantidade de corante adsorvido (ug/mg). Através da regresséo linear do
grafico de In(ge-qt) vs t é possivel determinar os valores de Kkl e gecal).

O segundo modelo cinético utilizado no presente trabalho, foi o de pseudo-
segunda ordem desenvolvido por Ho e McKay. (1998) (Equagéo 4).
Equacéo 4:

1 + t
qt  ks.qe®> ' qe

Em que ks € a constante da pseudo-seconda ordem (mg/pg min), nesse caso ks e ge(cal

Sé&o calculados pela regressao linear (t/qt) vs t.



120

Os resultados, mostrados na Tabela 8, comprovaram que a adsor¢do € melhor
descrita pelo modelo de pseudo-segunda ordem, apresentando um coeficiente de
correlacdo mais proximo de 1. O valor do ge(aly obtido no modelo de pseudo-segunda
ordem também se aproximou mais do valor do geexp), confirmando o melhor ajuste ao
modelo de pseudo-segunda ordem. Este resultado indica que a adsorcdo ocorre por
interacdo quimica de compartilhamento ou troca de elétrons entre o adsorvente e o

adsorbato (Nandi et al. 2009).

Tabela 8: Resultado dos estudos de cinética de remocao do corante Direct Orange 2GL

utilizando ramnolipidios.

Concentragao ge(exp) Pseudo-primeira
inicial (ug/mL) (ng/me) Ordem Pseudo-segunda Ordem

kl ks ge(cal)

ge(cal) (mg/
. mg/ug
- m
(min-1) (ng/mg) min) (ng/mg)
100,00 1,170 0,048 0,399 0,91395 0,828 1,181 0,99976

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Porém em alguns casos 0 processo de adsor¢do ndo ocorre apenas na superficie
externa do adsorvente, podendo ocorrer a penetracdo do adsorbato, acontecendo assim
uma difusdo intra-particular. Para analisar a ocorréncia desse fendmeno utilizou-se o
modelo matematico, mostrado na Equacao 5, proposto por Webber e Morris (1963).

Equacéo 5:

qt = Kdi.t% +C
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Onde C é a Constante relacionada a dureza das camadas de difusdo (ug/mg), Kdi é a
constante de difusdo intraparticular (mg/pug min®®). Para determinar os valores de Kdi e
C, um gréafico de gt X t%° foi preparado como pode-se observar na Figura 34.

Figura 34: Difusdo intra-particular.
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Pode-se visualizar existéncia de duas regides lineares no grafico de difuséo intra-
particular. A primeira regido linear é usualmente associada com transferéncia externa de
massa, enquanto a segunda parte indica a difusdo intra-particular em estruturas contendo
macro poros (SUTEU et al., 2013). Desta forma, é possivel afirmar que esta ocorrendo
uma difusdo intra-particula do corante em estruturas formadas pelos ramnolipidios. Os
autores Ishigami e Suzuki, (1997) relataram que as estruturas formadas pelos
ramnolipidios variam de acordo com o pH, quando em meio acido esse biossurfactante
tende a formar vesiculas, porém em pH acima de 6,8 esse metabolito microbiano deixa
de formar vesicula e passa a formar micelas. Isso corrobora com os resultados obtidos em
nosso trabalho, uma vez que a difusdo intra-particula pode ocorrer na presenca das

vesiculas, isso indica ainda que as vesiculas junto com a protonagdo das moléculas de
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ramnolipidios favorecem a adsorcao, o que ndo ocorre quando o biotensoativo esta na
forma de micelas, nas condigdes avaliadas no presente estudo.

Porém ¢ possivel que um comportamento diferente seja apresentado em meio
hidrofobico, quando aconteceria a formacéo de uma micela reversa, ou mesmo em meio
aquoso na presenca de um corante hidrofébico que seria encapsulado pelas micelas, essas
hipdteses podem ser suportadas pelo trabalho realizado por Pornsunthorntawee et al,
(2009) que utilizaram sudan Il um corante hidrofobico, para demonstrar a eficiéncia do
encapsulamento das vesiculas formadas por esse biossurfactante. Nesse caso, 0 pH da
solucdo aquosa foi de 7,4 favorecendo a formacdo das micelas que conseguiram
encapsular o corante hidrofobico.

Outro fator perceptivel é que os ramnolipidios s6 alcanca o equilibrio quando
ocorre a sor¢do do corante na sua camada de macro poro.

Ao analisar os dados obtidos na primeira regido da regresséo linear (R? = 0.96031,
Kdi = 0.21563 pg/mg min®%, C = 0.05804 pug/mg) e na segunda regifo (R? = 0.80392, Kdi
= 0.0084 pg/mg min®5, C = 1.09525 pg/mg), pode-se verificar que a camada externa
apresenta uma menor resisténcia a difusdo do corante quando comparado com a camada
interna, ja que os valores de C da camada externa sdo menores. A camada mais externa
apresentou também valores de Kdi maiores, indicando que seus sitios de ligacdo sdo
preenchidos mais rapidamente que os sitios de ligacdo da camada interna.

A

Equacdo 6, descrita por Boyd et al, (1947), determina se o processo de difuséo intra-
particula ira ocorrer primeiro na camada externa para em seguida preencher a camada
interna, ou se ocorre primeiro a penetracdo do adsorbato na camada interna para em

seguida preencher a camada externa.
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Equacéo 6:

Bt = —0,4977 —In(1 — F)

qt
qe

F é a fracdo de soluto adsorvida em qualquer tempo t, Bt é a funcdo matematica de F. Se
uma linha representando Bt x t for plotada no grafico e ndo passar pela origem isso
significa que a sorcéo é controlada por difusdo superficial (Aravindhan et al. 2007).
Apesar de apresentar um coeficiente de regressio R? = 0,93053, A linha n3o passa
pela origem, confirmando que a difusdo ocorre primeiro na camada externa e e
posteriormente na interna. Este resultado esta de acordo com os valores de C e Kdi obtidos
na equacao anterior, além de indicar também que o principal sitio de ligacdo dos
Ramnolipidios ao corante esta presente nas suas camadas externas, sendo elas

controladoras do processo de difuséo.

5.3.2.1 Estudos de equilibrio

O equilibrio da adsorcdo é estabelecido quando a quantidade de soluto adsorvida
for igual a quantidade de soluto liberada pelo adsorvente, nesse ponto de equilibrio a
concentracdo em solugdo permanece constante (ARAVINDHAN et al., 2007). Os estudos
do equilibrio de adsor¢do auxiliam também na determinacdo dos possiveis mecanismos

de interacdo, estabelecendo se a adsorcdo € um processo quimico ou fisico, além de
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indicar afinidade entre o adsorbato/adsorvente. No presente estudo foi usado o modelo de
Langmuir e Freundlich isotherm model para analisar os dados de equilibrio.

O modelo de Langmuir (1918), Equacdo 7, assume que a adsorcdo ocorre na
superficie do adsorvente de maneira homogénea, formando monocamadas, néo
apresentando interacOes laterais em sua superficie, como é relatado por Khandanlou et al,
(2015).

Equacéao 7:

Ce 1 Ce
ge lgm qm

Onde | é a constante de Langmuir relacionada a afinidade entre o adsorvente e o adsorbato
(mL/mg), gm é a maxima quantidade de adsorbato adsorvida a monocamada (ug/mg). O
grafico de (Ce/q) vs Ce é usado para determinar os valores de | e gm.

Na Equacéo 8, proposta por McKay et al, (1982), foi utilizado o fator de separacéo
do modelo de Langmuir.
Equacéo 8:

1

Ri=T"77e

RI é o factor de separagdo da constante de Langmuir. Se Rl = 0 a adsorcdo é irreversivel,
caso Rl = 1 linear, RI> 1 desfavoravel, e 0 <RI <1 favoravel (MCKAY et al., 1982).

O segundo modelo utilizado, (Equacéo 9) foi proposto por Freundlich (1906). No
modelo de Freundlich, os locais mais energéticos sdo ocupados principalmente como ou

quando a intensidade das intera¢gdes diminui com 0 aumento progressivo da ocupacao dos
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sitios de sorcdo (YOUSEF et al., 2011). Desta forma, o modelo supde que a sor¢édo ocorre
em sitios heterogéneos, sendo ocupados de forma exponencial, formando multiplas

camadas.

Equacéao 9:

Inge =InKf +%.ln Ce

Onde nf é a intensidade constante de adsorcdo, e Kf é a constante de Freundlich que
representa a capacidade de adsor¢do (ml / mg).

Os resultados das isotermas, (Tabela 9) mostraram que em todas as temperaturas
a adsorcao se ajustaram melhor ao modelo de Langmuir, indicando a interacéo do corante
com um sitio especifico dos ramnolipidios, formando monocamadas. A isoterma de
Langmuir é muito utilizada em processos de adsorcdo de proteinas e lipideos em uma
superficie, interface ou membranas (CHEN ; HUANG., 2004).

Tabela 9: Resultado dos parametros de isotermas

Temperatura  Isoterma de Langmuir Isoterma de Freundlich
(K)

RI qm I R? Kf Nf R?
283,15 0,011 1,135 0,849  0,98687 0,903 19,864 0,85027
293,15 0,009 1,187 1,017 0,99075 0,907 18,667 0,86722
303,15 0,041 1,129 0,229  0,99090 3,810 3,743  0,91733

313,15

0,031

1,446

0,306

0,99855

0,927

10,186

0,88273
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Os valores de gm ficaram muito proximos, com exce¢do durante a adsorcao a
313.15 K, onde se obteve um valor maior em comparagdo aos demais. Isso pode ser um
indicativo que o aumento de temperatura influencia na adsorcdo, aumentando a eficiéncia
dos ramnolipidios em adsorver o corante. O valor do gm também ficou proximo do valor
obtido do geexp) N0 modelo cinético de pseudo-segunda ordem, confirmando que o
equilibrio so é alcancado quando todos os sitios especificos de interacdo sdo ocupados.
No modelo de Langmuir apenas uma espécie quimica do adsorbato pode se ligar ao
adsorvente, apenas quando todos os sitios finitos sdo preenchidos o adsorvente entra no
equilibrio (PODKOSCIELNY ; NIESZPOREK., 2011).

Os valores de RI indicaram também que a adsorcdo do corante Direct Orange 2GL
por esse biossurfactante é favoravel em todas as temperaturas.

Ao analisar os dados obtidos na isoterma de Frendlich é possivel ver que os
valores de Kf foram baixos, sendo quase todos inferiores a zero, ndo apresentando assim
uma alta constante de multicamadas, indicando que o adsorvente ndo apresenta uma
interacdo ilimitada como é descrito no modelo de Frendlich (ADANE et al., 2015). Os
valores de nf superiores a 1 mostram um aumento de energia livre durante a adsorcao,
indicando uma forte interacdo entre adsorbato/adsorvente, além de ser um indicador que
a isoterma é convexa (ADANE et al., 2015).

Para determinar se a adsorcéo é realmente influenciada pela temperatura realizou-

se um estudo termodinamico, utilizando a (

Equacéo 10) proposta por Van't Hoff. Os estudos termodindmicos sdo importantes
também para determinar se o processo de adsor¢do é endotérmico ou exotérmico, e se ele

é espontaneo (FAT’HI et al., 2014).
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Equacéo 10:
ks <A _AH 1
n S—Rg Rg'T
e
qe
Kts = —
s Ce

Em que T é a temperatura (K), Rg é a constante de gas Universal (8,314 J / mol K), KTS
¢ a constante de equilibrio obtida durante a variacdo de temperatura (mol / g), Ds é
entropia, e AH representa a entalpia.

Com um grafico de InKts X (1/T) é possivel determinar os valores de entropia e entalpia,
usando os dados obtidos da inclinacdo e interseccdo. Usando os dados de entropia e
entalpia, com a Equacdo 11, foi possivel calcular a energia livre de Gibbs (4G).

Equacéao 11:

AG = AH — (AS.T)

Os valores do AG diminuem conforme a temperatura aumenta como Vvisto na
Tabela 10, esses resultados confirmam que o processo de adsorcao € influenciado pela
temperatura, sendo que conforme a temperatura aumenta a adsor¢éo do corante Direct
Orange 2GL pelos ramnolipidios se torna mais eficiente. Os valores negativos de AG,
também confirmam que a adsorcdo € espontnea e termodinamicamente favoravel

(SABER-SAMANDARI ; HEYDARIPOUR,, 2015).
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Tabela 10: Resultados dos estudos de termodinamica.

Temperatura(K) AH (kJ/mol) AS (kJ/mol) AG (kJ/mol)

15,450 0,080
283,15 7,202
293,15 -8,002
303,15 -8,802
313,15 -9,602

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Os valores positivos de AH confirmam que a adsor¢éo € um processo endotérmico.
Os valores positivos de AS indicam um aumento na concentra¢do do adsorbato sobre a
fase sélida na interface de sélido-liquido, pode estar ocorrendo uma aleatoriedade durante
a adsorcdo (FAT’HI et al., 2014). Esse tipo de resultado pode significar que esta
ocorrendo uma adsorcao fisica favoravel por pontes de hidrogénio. O pH acido tende a
aumentar a ocorréncia de pontes de hidrogénio durante um processo adsor¢cdo (ARAUJO

et al., 2006).

5.3.3 Recuperacdo do corante apés a adsorcao

O total da porcentagem de corante ligado aos ramnolipidios antes do teste de

recuperacdo do corante foi de 50.05%. O ajuste de pH foi realizado observando a
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dissociacdo do corante do biossurfactante precipitado. Quando todo o ramnolipidios
estava completamente dissociado do corante, o pH da solucéo era 7.40.

Ao realizar a analise no espectro fotémetro UV-Vis do corante recém-separado,
foi estipulado que 67,69% do corante que estava adsorvido ao biossurfactante foi
recuperado. Esse € um indicativo que a interacdo entre o esse metabolito microbiano e o
corante se da através de ligacGes quimicas reversiveis, além de confirmar os resultados
do RI obtidos na isoterma de Langmuir, que a adsorc¢éo é favoravel.

A Figura 35 ilustra o corante adsorsovido ao biossurfactante e precipitado no
fundo do frasco antes da tentativa de recuperacdo do corante.

Figura 35: Corante adsorvido aos ramnolipidios e precipitado antes do teste de

recuperacao do corante (dessorcao)

Apesar de ndo recuperar 100% do Material, uma recuperagdo do adsorvente de
mais de 50% € um resultado positivo, podendo reutilizar tanto o adsorvente como o

préprio corante mais uma vez. A recuperacdo do corante, bem como a reutilizacdo de um
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material adsorvente é muito vantajosa para um processo de tratamento industrial,
aproveitando ao maximo seu residuo e reciclando o seu material de tratamento (MITTAL
et al., 2009). O desligamente do corante e do adsorvente também se mostrou um processo
simples, baseado apenas na alteracdo de o pH, que foi elevado para uma faixa neutra. A
simplicidade da técnica de separacdo também facilita sua aplicacdo em tratamentos
industriais (MITTAL et al., 2009).

A Figura 36 mostra o corante e o biossurfactante ja desadsorvido, possibilitando
a visualizacao de que seria possivel a reutilizacdo do corante ap6s a concentra¢cdo causada
pela adsorcéo.
Figura 36: corante e desadsorvido do biossurfactante apds processo de alcalinizacdo do

pH.

5.3.4 Andliseem FT-IR

O espectro do corante, (Figura 37), revelou uma banda intensa na regido 1737 cm-
! essa regido € referentes a ligagcdes =C—C em compostos aromaticos. Outras bandas que

se destacaram foram nas regides 1402 cm™ e 1041 cm™, que ¢é a ligacdo de grupos
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sulfonicos SO3 e ligagdo com grupos amina. A regido 1635 cm™ mostra o estiramento da
ligacdo de —NH.. As bandas de 750-700 cm™ revelam também ligacdes de —CH; e
ligacBes de N-C—. A banda 833 cm™ mostra o estiramento da ligagio de —C—H em anéis

aromaticos.

Figura 37: Espectro do corante Direct Orange 2GL antes da adsorcéo.

% (Direct Orange 2GL)

0,18 { 3427 2922 1737
l 1041

1402 J

833

Absorbiancia

| 750-700
A

0,10

o864+———r———+—r———1——1———7——7—
3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400

-1
cm

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.
Todos os picos do espectro e as bandas analisadas correspondem & molécula de
corante mostrada na Figura 38. As bandas 3427 cm™, 2922 cm™, 2858 cm't, e 2368 cm™

sdo referente a aminas livres, grupos funcionais CH: e residuo de CO2 do ambiente.

Figura 38: Estrutura quimica do corante Direct Orange 2GL.
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

O espectro dos ramnolipidios, (Figura 39) mostrou bandas nas regides 478 e 716
cm* sendo este um indicativo de ligagbes de H-C—C e ligagdes —CHs. A banda 617 cm™
representa o estiramento de uma cadeia de ligacdo entre carbonos, como —CHgr—-CH>—
CHR, sendo esta uma cadeia bastante presente nos ramnolipidios, podendo ser encontrada
facilmente na cadeia desse glicolipidio. As bandas 1078 e 1462 cm™ representam ligacoes
de C-O, C-C, e C-OH em cadeias ciclicas, sendo comum estas ligacGes na cabeca
estrutural polar dos ramnolipidios. O pico 1635 cm™ mostra o estiramento da ligagdo C—
0. As bandas mais intensas nas regides 2922 e 3439 cm™ mostram vibrag@es da ligagdo
—CH> e deformag6es em ligagcbes —C—OH, sendo estas as principais ligaces presentes na

estrutura do biossurfactante utilizado.

Figura 39:Espectro dos ramnolipidios antes da adsorcao.

% (Ramnolipidio) |

0,50

3439

0,45
0,40 —
0,35 —
0,30 H

0,25

Absorbéincia

0,20 4

-— :
3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400
1
cm

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.
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As bandas 1370 e 1726 cm™ indicam a presenca de grupos sulfonicos e aminas
livres, provavelmente este € um residuo que ficou presente no adsorvente mesmo apos a
sua purificacdo.

Os ramnolipidios vem sendo estudados a bastante tempo e sua estrutura esta bem
elucidada, eles sdo reportados como uma mistura de espécies homdélogas de RL1
(Rha2C10C10), RL2 (RhaC10C10), RL3 (Rha2C10) e RL4 (RhaC10) (LANG e
WAGNER, 1987). Sendo entdo sua estrutura basica uma ou duas moléculas de ramnose
ligadas a uma ou duas cadeias lipidicas (exemplo: RHA-Rha-C10-C10) (NITSCHKE et
al, 2005b; SOBERON-CHAVEZ et al, 2005; MULLIGAN, 2005). O FT-IR foi uma boa
ferramenta para caracterizacdo esse biossurfactante, identificando seus principais sitios
de ligacdo, confirmando suas principais estruturas quimicas.

O espectrofotdmetro FT-IR é uma ferramenta atil na identificacdo de possiveis
sitios de ligacdo durante uma adsorcao, além de confirmar se o processo € fisico ou
quimico (MONASH ; PUGAZHENTHI., 2009). Desta forma ao comparar o espectro do
corante antes e apds a adsorcdo pelos ramnolipidios é possivel ver certas alteragdes em

suas bandas, como mostrado na Figura 40.
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Figura 40: Espectro do corante antes e depois da adsor¢éo utilizando ramnolipidios.
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

O espectro do corante apds a adsor¢do apresentou uma alta intensificacdo na banda
1737 cm™* que representa ligacdes =C—C em compostos aromaticos. A intensificacio de
uma banda especifica apds um processo adsortivo pode ser um indicativo do aumento da
concentracdo do composto alvo, nesse caso o0 corante, como descrito por Monash e
Pugazhenthi, (2009).

Pode-se afirmar desta forma que o biossurfactante esta realmente adsorvendo o
corante concentrando-o em sua superficie. E possivel observar uma deformagio na banda
1314 cm™, sendo esta uma vibragdo de grupos —SOs", presentes no corante quando este
esta dissolvido na agua, liberando o Na*, ficando eletricamente negativo. Os grupos —
SOs" sdo os principais pontos de formacéo de pontes de hidrogénio proximos aos grupos
—OH?, principalmente quando a solucdo esta protonada em um pH &cido (Mendes et al.

2015). Outra deformacéo e intensificacdo € observada no pico 670 cm™, que representa o
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estiramento de ligagdes —NH>. O —-NH2 quando esta em um meio protonado tende a formar
0 grupo quimico —NHzs", apresentando assim a tendéncia de realizar pontes de hidrogénio
com grupos ~OH* (MENDES et al., 2015).

A banda 1214 cm™ mostra a vibragdo da ligacdo de —C—O-, indicando uma
deformacéo nesta regido, provavelmente deve estar ocorrendo uma liga¢do quimica de
compartilhamento de elétrons entre os ramnolipidios e o corante. A alteracao do espectro
de FT-IR em uma adsorcdo é um indicativo da ocorréncia de quimiossor¢édo, onde o
adsorbato interage quimicamente com o adsorvente (NGAH et al., 2006). A Figura 41
mostra o0 desenho esquematico das possiveis interacdes quimicas observadas através do
espectrofotobmetro FT-IR entre o corante Direct Orange 2GL e uma molécula de

ramnolipidios.
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Figura 41: Possiveis interacfes entre o corante Direct Orange 2GL e uma molécula de

ramnolipidios.

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Como mostrado na Figura 41 a maior parte da ligacdo entre o corante e 0s
ramnolipidios se da provavelmente por pontes de hidrogénio, sendo formadas pela
interacdo dos grupos —OH presente na ramnose desse biossurfactante com os grupos —
NHs" do corante. A formacdo dessas pontes de hidrogénio s6 é possivel em um meio
acido, confirmando assim as andlises iniciais quanto a adsor¢do em diferentes faixas de

pH, onde apenas em pHs &cidos a partir de 4.00 foi possivel verificar uma remogéo
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eficiente do corante. Esse resultado corrobora também com o teste de recuperacao de
corante, onde apenas elevando o pH para a faixa do neutro foi possivel recuperar o
corante, podendo afirmar que as pontes de hidrogénio feitas entre os ramnolipidios e o
corante foram dissociadas.

A ligacdo entre o grupo —C-O" dos ramnolipidios com o grupo —NHs" do corante
é formada pelo compartilhamento de elétrons, apresentando assim uma caracteristica de
quimiossorc¢éo, corroborando com os dados obtidos nos modelos matematicos de cinética
e isoterma onde houve a indicacdo da ocorréncia desse fendmeno. Esse dado também
confirma uma forte interacdo entre adsorbato/adsorvente, confirmando assim o0s
resultados obtidos na termodinamica. Por ser uma ligacdo quimica forte ela deve ser
também a responsavel pela ndo dissociacdo completa entre o corante e 0 adsorvente
durante o teste de recuperacdo de amostra. Pode-se afirmar também que o
espectrofotdbmetro FT-IR ajudou a comprovar os resultados obtidos nos modelos de
cinética, isoterma e termodindmica, sendo uma ferramenta eficiente em estudos

adsortivos.

5.3.4.1 Teste de toxicidade utilizando Daphnia similis .

O crustaceo Daphnia similis apresentou uma alta sensibilidade ao corante Direct
Orange 2GL, sendo que a populacdo de crustaceo era afetada conforme aumentava a
concentracédo do corante. A Daphnia é um bom bioindicador para corantes, sendo facil de
realizar seu bioensaio, aléem de apresentar resultados satisfatorios quanto a toxicidade da
solucéo testada (Immich et al. 2009).

Os resultados mostraram que com uma concentracdo de 1000 pg/mL todas as

Daphnia similis morriam, sendo esté a concentragdo do LC100. O LCs foi alcangado com
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uma concentracdo de 100 pg/mL, onde metade da populacdo ainda estava viva na
presenca do corante. Os resultados da toxicidade da solucdo apds a adsorcdo pelos
ramnolipidios sdo apresentados na Tabela 11.

Tabela 11: Valores do teste de toxicidade com Daphnia similis antes e depois da

adsorcao.

Concentracdo do  Concentragéo do Mortalidade

corante antes da corante apos a (%)
adssorcdo (LCso) adsorcdo
(Hg/mL) (Hg/mL)

Controle 100,00 100,00 50
0,25 mg/mL of 100,00 84,100 46
Ramnolipidios
0,50 mg/mL of 100,00 72,311 42

RHLP
0,75 mg/mL of 100,00 61,090 38
Ramnolipidios
1,00 mg/mL of 100,00 49,005 34
Ramnolipidios
1,25 mg/mL of 100,00 25,603 26

Ramnolipidios

E possivel verificar que a taxa de mortalidade das Daphnia similis fica proximo &
30% apobs a remogdo do corante, sendo que a concentragéo residual fica abaixo de 50%

da LCso, utilizando neste caso 1,00 mg/mL de ramnolipidios. Nas concentracfes 0,25,
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0,50 e 0,75 mg/mL de biossurfactante conseguiu-se remover uma quantidade satisfatoria
do corante, porém a toxicidade ainda ficou proxima de 40%. Apenas a diminui¢cdo da
coloracdo de um efluente contaminado com corante téxtil ndo é suficiente, podendo
continuar téxico mesmo com baixa concentracdo do corante, apresentando assim um
perigo para 0 meio ambiente (Contreras et al. 2012). Esses resultados confirmam a alta
toxicidade do corante Direct Orange 2GL.

O melhor resultado s6 é alcancado quando utilizou-se 1,25 mg/mL de de
ramnolipidios, reduzindo praticamente a metade da toxicidade da solucdo de corante,
alcancando uma taxa de mortalidade de apenas 26%. Como a reducdo da mortalidade das
Daphnia similis é proporcional a remocéo do corante, pode se estipular que se aumentar
a concentracdo de ramnolipidios até que todo o corante fosse removido possibilitaria a
reducdo da mortalidade das Daphnia similis. Desta forma pode-se sugerir que 0s
ramnolipidios foram eficientes na remocdo do corante Direct Orange 2GL, e na

diminuicdo da toxicidade da solugdo ap0s o tratamento.

5.4 CONCLUSAO

Os ramnolipidios apresentaram-se uma boa ferramenta para a remog&o do corante Direct
Orange 2GL em pHs 4&cidos, além do processo de adsorcdo desse corante utilizando esse
metabdlito microbiano atingir o equilibrio rapidamente, isso aliado ao fato de que a remocéo
do corante foi realizada por adsor¢do de toda a molécula, ndo apresentando quebras no corante
apenas removendo 0 mesmo da fase aquosa, possibilitou uma reducdo da toxicidade da solugéo,
dessa maneira os ramnolipidios que sdo moléculas verdes e apresentam baixa toxicidade e alta
biodegradabilidade podem entéo ser uma boa solugédo para tratamento do efluente de industrias
téxteis, removendo o corante desses efluentes, além disso é possivel ainda concentrar o corante
removido por essa biomolécula, e reverter a adsorcao, permitindo um reaproveitamento do

corante.
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