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RESUMO

Os biossurfactantes sdo metabolicos sintetizados por diversos tipos de micro-organismos,
a partir de condigdes aerdbicas em meios contendo carboidratos, hidrocarbonetos, lipidios
e outros. Sdo moléculas anfipaticas, apresentando uma calda hidrofobica e uma cabeca
hidrofilica, proporcionando as mesmas aplica¢cBes que o surfactante quimico, ainda
acrescido de outras vantagens, como biodegradabilidade, baixa toxicidade, estabilidade
térmica, e producéo a partir de fontes renovaveis. Dentre 0s biossurfactantes, um dos mais
estudados sdo os ramnolipidios, um tipo de biotensoativo que apresenta uma ou duas
ramnoses na porcao hidrofilica da molécula, sintetizado pela bactéria gram-negativa
Pseudomonas aeruginosa. As vantagens dos biossurfactantes para 0 micro-organismo
produtor ainda ndo sdo bem conhecidas. Existem diversas hipdteses sobre sua atuacao
como por exemplo no caso da Pseudomonas aeruginosa, acredita-se que a producédo de
ramnolipidios esteja relacionada com a busca por ambientes ricos em nitrogénio. 1sso
parece estar relacionado ao aumento na producdo do biossurfactante e de estruturas de
locomocdo quando o micro-organismo é submetido a ambientes com falta desse nutriente.
Apesar das vantagens dos biossurfactantes frente ao surfactante quimico, seu uso nao é
amplo devido aos custos de producado e baixos rendimentos dos processos fermentativos.
Estima-se que em um bioprocesso a fonte de carbono corresponda a até 30% do custo
final do produto. Dessa maneira, 0 uso de fontes nacionais é uma alternativa para o
barateamento do custo e também para a valorizacdo de plantas nativas. Além de
constituir-se de fontes alternativas, existe pouco estudo que relacione o uso de 6leos
nativos com a producdo de ramnolipidios, o que permite o melhor aprofundamento sobre
a interacdo dos 6leos derivados dessas plantas com o micro-organismo, e sobre quais tipos
de congeneres sao produzidos através desse contato. Nesse projeto, esta sendo avaliado a
producdo de ramnolipidios por Pseudomonas aeruginosa 2A1 LBI cultivadas em diversas
fontes de carbonos oleosas derivadas de plantas nativas, como buriti, chia, andiroba e
acai. Ademais, também esta sendo avaliado o consumo de &cidos graxos desses 6leos

durante a fermentagdo e os homélogos produzidos nesse processo.

Palavras-chave: Ramnolipidios; Plantas Nativas; Acidos graxos.



ABSTRACT

Biosurfactants are metabolic synthesized by several types of microorganisms, from
aerobic conditions in media containing carbohydrates, hydrocarbons, lipids and others.
They are amphipathic molecules, presenting a hydrophobic tail and a hydrophilic head,
providing the same applications as the chemical surfactant, plus other advantages, such
as biodegradability, low toxicity, thermal stability, and production from renewable
sources. Among the biosurfactants, one of the most studied are rhamnolipids, a type of
biosurfactant that has one or two rhamnoses in the hydrophilic portion of the molecule,
synthesized by the gram-negative bacterium Pseudomonas aeruginosa. The advantages
of biosurfactants for the producing microorganism are still unknown. There are several
hypotheses about its action, for example in the case of Pseudomonas aeruginosa, it is
believed that the production of rhamnolipids is related to the search for environments rich
in nitrogen. This seems to be related to the increase in biosurfactant production and
locomotion structures when the microorganism is subjected to environments lacking this
nutrient. Despite the advantages of biosurfactants over chemical surfactants, their use is
not widespread due to production costs and low yields from fermentation processes. It is
estimated that in a bioprocess the carbon source corresponds to up to 30% of the final
cost of the product. In this way, the use of national sources is an alternative for lowering
the cost and also for valuing native plants. In addition to being constituted of alternative
sources, there is little study that relates the use of native oils with the production of
rhamnolipids, which allows a better deepening on the interaction of oils derived from
these plants with the microorganism, and on which types of congeners are produced
through this contact. In this project, the production of rhamnolipids by Pseudomonas
aeruginosa 2A1 LBI grown on different sources of oily carbons derived from native
plants, such as buriti, chia, andiroba and acai, is being evaluated. Furthermore, the
consumption of fatty acids from these oils during fermentation and the homologues

produced in this process are also being evaluated.

Keywords: Rhamnolipids; Native Plants; Fatty acids.
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1.Introducéo

Os surfactantes sdo moléculas com dupla polaridade (anfipéticas), permitindo sua
dispersdo em diferentes fases, como 06leo e agua, tal caracteristica se da devido suas
cadeias hidrofobicas e suas cabecas hidrofilicas. Sua principal propriedade consiste em
reduzir as tens@es superficial e interfacial. Os surfactantes mais eficientes sdo aqueles que
em baixas concentracbes sdo capazes de reduzir as tensdes superficial e interfacial
(MULLIGAN et al., 2005).

Os biossurfactantes, por sua vez, sdo metabdlitos sintetizados por diversos
microrganismos, como bacteérias, leveduras e fungos filamentosos. Para a producao
desses metabolicos microbianos pode-se empregar o cultivo em condic¢des aerdbicas em
meios aquosos a partir de carboidratos, hidrocarbonetos, éleos e gorduras ou mistura
destes (DESAI; BANAT, 1997).

1.1 BIOSSURFACTANTES

Os biossurfactantes possuem as mesmas propriedades de um surfactante quimico,
porém apresentam vantagens frente a esses, como biodegrabilidade, baixa toxicidade,
estabilidade térmica e quimica em amplas faixas de pH e, principalmente, producéo a
partir de fontes renovaveis (BANAT et al., 2000; THANOMSUB et al.,, 2007;
LOVAGLIO et al., 2010).

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

Apesar de serem proximos quimicamente, os biossurfactantes também apresentam
uma grande diversidade bioquimica (estrutural) se comparado aos surfactantes sintéticos
(quimicos), como por exemplo: glicolipideos, lipopeptidios, acidos graxos, complexos de
proteinas e polissacarideos, lipopolissacarideos e biossurfactantes poliméricos
(MAKKAR; CAMEOTRA, 2002).



Ainda ndo estd claro a funcdo bioldgica dos biossurfactantes para o
microrganismo produtor, mas ja foram atribuidas véarias proposi¢cbes, como o0
favorecimento na colonizacdo de nichos ecolégicos em ambientes contaminados por
hidrocarbonetos ou bastante oligotrofico; podendo atuar ainda como agente
antimicrobiano, permitindo a eliminacio de competidores (SOBERON-CHAVEZ et al.,
2012).

Outra hipétese seria de que os ramnolipidios, no caso da Pseudomonas
aeruginosa, auxiliam na solubilizacdo de moléculas sinalizadoras (PQS) que séo
responsaveis pela organizacdo e distribuicdo das atividades entre os individuos
participantes do biofilme, formando uma associa¢do mais regular e sélida (VENTURINI,
2017). Esse sinalizador é pouco sollvel em ambientes aquosos, tendo suas funcgdes
comprometidas, porém quando o biossurfactante € secretado ele se torna sollvel,

aumentando sua dispersdo e consequentemente a bioatividade (CALFEE et al.,2005).

1.2 CLASSIFICAGAO E ESTRUTURA DOS BIOSSURFACTANTES

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

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

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

Entre os biossurfactantes, os glicolipidios sdo os mais pesquisados e, dentro do
grupo, os ramnolipidios sdo os mais citados em literatura e patenteados; em seguida
aparece o grupo dos soforolipidios (MULLER et al., 2012; RANDHAWA; RAHMAN,
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2014). Os ramnolipidios apresentam uma ou duas moléculas de ramnose na porcao
hidrofilica da molécula, e na regido hidrofébica, &cidos 3-hidroxialcanodicos (JARVIS;
JOHNSON, 1949).

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

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

1.3 FATORES QUE INFLUENCIAM NA PRODUGAO E BIOSSINTESE

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

1. Porc¢0es hidrofilicas e hidrofébicas sdo sintetizadas por duas rotas diferentes;

2. A porcdo hidrofilica € sintetizada, enquanto a sintese da metade hidrofobica é
induzida pelo substrato;

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

4. A sintese de ambas, porcOes hidrofilicas e hidrofdébicas, € dependente do
substrato.

A biossintese de ramnolipidios por Pseudomonas ainda € bastante debatida,
especificamente sobre as vias de producdo, alguns autores relatam que, diferentes partes

da molécula ndo sdo sintetizadas pelas mesmas vias (SYLDATK et al., 1985) porém
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outros autores relatam uma producéo da porcao hidrofilica pela via glicolitica e a por¢édo
hidrofobica produzida via FASII ou -oxidacdo (OLVERA et al., 1999; ROBERTSON
etal., 1994).

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

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

Zhang e Ju (2012) verificaram que tanto a sintese de novo quanto a B-oxidacdo é
responsavel pela sintese dos precursores lipidicos dos ramnolipidios. Nesse trabalho, os
autores realizaram dois tipos de experimentos: no primeiro, eles utilizaram glicose como
fonte de carbono e em outro uma mistura de glicose e &cidos 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 Gltima etapa
da B-oxidacdo) e de 200 a 600 vezes na expressdo dos genes rhlAB relacionados a
biossintese de ramnolipidios, quando comparados com a fonte de carboidrato. Através da
andlise de espectrometria de massa, determinou-se o padréo de incorporacdo de deutério,
oriundo do acido octadecanoico d35, observando-se que o congénere RhaC10 continha
de 1 a 15 atomos de deutério em sua molécula, comprovando que a B-oxidagdo fornece
precursores, derivados dos acidos graxos, para a sintese de ramnolipidios.

Ainda, Zhang e Ju (2012) sugeriram que os intermediarios da B-oxidagdo, que
apresentam 8 carbonos, sofrem um alongamento pelo FAS-I1I para o intermediario de 10

carbonos, que entdo é entregue para a biossintese do biossurfactante, e no estudo de Hori
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et al. (2011) quando a P. aeruginosa foi alimentada com &cidos graxos de cadeia de
carbono impares foi observado cadeias impares na constituicdo dos ramnolipidios.

Abdel-Mawgoud et al., (2014) relataram que a 3-oxidacédo é a fonte predominante
do é&cido 3-hidroxialcanodico (3-AHA), principal precursor da parte lipidica dos
ramnolipidios, e que a producdo de ramnolipidios diminui quando ha inibicdo dessa via,
mesmo utilizando fontes hidrofilicas.

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

Os intermediarios da f-oxidagao, como Trans-2-enoil-CoA, 3-Hidroxiacil-CoA, e
3-Cetoacil-CoA, podem ser convertidos através de Enoil-CoA Hidratase, Epimerase, e 3-
Cetoacil-CoA redutase, em acidos graxos 3-Hidroxi. Buscando os genes gque codificam
essas enzimas no genoma da Pseudomonas aeruginosa PA14 (WINSOR et al, 2011),
foram encontrados 14 loci para Enoil-CoA Hidratase, enquanto que para Epimerase e 3-
Cetoacil-CoA redutase ndo foram encontrados nenhum. Dos 12 loci testados, trés enzimas
foram associadas a notaveis reducdes na producdo de ramnolipidios, em 35%, 56% e
54%, e foram nomeados de RhIK, RhlY e RhlZ, respectivamente (ABDEL-MAWGOUD
etal., 2014).

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

Silva (2018) estudou o efeito da delecdo dos genes rhlYZ na P. aeruginosa
MPAOL1, usando 6leo de girassol e glicerol como fonte de carbono. Usando fonte
hidrofébica, a producdo de ramnolipidios com a cepa ArhlYZ foi 38,35 % inferior a

producdo quando do uso da cepa selvagem MPAQOL, enquanto que no experimento com
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a fonte hidrofilica ndo houve diferenca expressiva entre as cepas, porém houve um atraso
na producdo do biossurfactante, e o consumo da fonte foi mais acentuado, comprovando
0 observado por Abdel-Mawgoud et al., (2014), onde é afirmado que mesmo em fontes
hidrofilicas a producao seria prejudicada sem as devidas vias da p-oxidacéo.

O é&cido 3-Hidroalcanoato é um precursor tanto dos ramnolipidios quanto do Poli-
hidroxialcanoatos (PHA) (MADISON; HUISMAN, 1999; WANG et al., 2012). Abdel-
Mawgoud et al. (2014) deletaram a maioria dos genes do PHA e observaram aumento de
13% na producdo de ramnolipidios, indicando que a producdo de PHA causa um desvio
de intermediarios da producdo do biotensoativo. Eles observaram também um aumento
notavel nos congéneres RL2 (Rha-C10-C10) e uma diminuicdo dos RL1 (Rha-Rha-C10-
C10), demonstrando que o acimulo de precursores lipidicos junto com um conjunto
limitado de ramnose favorecia os congéneres contendo uma ramnose do que aqueles com
duas. A delecédo do gene rhlYZ também causou uma diminuicdo de 25% na producdo de
PHA, confirmando que a rota do PHA também faz uso do &cido 3-Hidrodecanoil-CoA.

A enzima RhIA dimeriza os acidos graxos 3-Hidroxi formando acidos 3-
Hidroxialcanodicos (AHA), precursor dos ramnolipidios, sendo o mais abundante 0 C10 —
C10. A homologia de RhlA com Transacilases, como a PhaG envolvida na sintese de
Poli-hidroxialcanoatos (PHA), levou a proposicdo de que RhlA é uma Transacilase que
catalisa a transferéncia do &cido 3-Hidrodecanoil associado a proteina carreadora de acila
(ACP) para a coenzima A (CoA). (DEZIEL et al., 2003; ZHU; ROCK, 2008). Enquanto
as enzimas RhIB e RhIC sdo responsaveis por acrescentar a molécula de ramnose, sendo
a enzima RhIB formadora do congénere RL2 (RhaC10C1o0), € a enzima RhIC do congénere
RL1 (Rha-Rha-C10-C1o) a partir do congénere mono (OCHSNER et al., 1994; RAHIM et
al., 2001). O esquema representando os genes da biossintese de ramnolipidios e das rotas

metabolicas envolvidas, podem ser observadas na Figura 2.
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Figura 2: Modelo proposto para suprimento metabolico de precursores lipidicos de
ramnolipidios. Na B-oxidagdo ocorre um encurtamento da cadeia de 4cido graxo até a
formacgdo do intermediario trans-2-enoil-CoA. Enquanto que, no caso do glicerol, a
sintese de novo via FAS-I1 forma &cidos graxos que séo desviados para a $-oxidag&o.
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Fonte: Traduzido de Abdel-Mawgoud et al. (2014).

Lovaglio et al. (2015) afirmaram que, quando o carbono hidrofilico (cadeia curta)
é empregado como fonte, é mais energeticamente favoravel fazer a porcdo hidrofébica
pela sintese de novo, pois seria oxidado em Acetil-CoA, que passaria para Malonil-CoA,
e em seguida para Malonil-ACP, comegando o ciclo FAS Il. Entretanto, se a fonte de
carbono proporcionar acidos graxos de cadeia longa, € mais favoravel que a porc¢édo
lipidica seja sintetizada na rota da [-oxidacdo, ndo exigindo a oxidagdo completa do
Acetil-CoA para ir para o ciclo FAS Il, desviando-a para formacao de glicolipideo.

A Ramnose pode ser obtida pela conversdo da glicose, através da enzima
Fosfoglicomutase AlgC, convertendo D-glicose-6-fosfato em D-glicose-1- fosfato, que é
utilizado por outras enzimas produzindo, ao final do processo bioguimico, dTDP-
Lramnose. A Ramnose também pode ser obtida através da oxidacdo de lipidios atraves
do ciclo do glioxilato, onde Acetil-CoA, formada na B-oxidacao, é convertida a Succinato,
que € transformado em Malato no ciclo do &cido citrico. O Malato é oxidado a

Oxaloacetato que pela gliconeogénese € convertido em hexoses, e posteriormente a
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ramnose (OLVERA et al., 1999; ROBERTSON et al., 1994).

1.3.1 PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTE

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

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

Os compostos nitrogenados sd&o um dos componentes nutricionais que mais
afetam a producdo de ramnolipidios, podendo induzir ou inibir. O uso de cations
bivalentes demonstrou ser inibitorio na producio (GUERRA-SANTOS; KAPPELI;
FIECHTER, 1986; RAMANA; KARANTH, 1989), e o0 uso de amdnio (NH+s),
glutamina, asparagina e arginina, diminuiram a produgdo, porém outras fontes de
nitrogénio como nitrato (NOs-), glutamato e aspartato ajudaram na producdo
(MULLIGAN; GIBBS, 1989; RAMANA; KARANTH, 1989; KOHLER et al., 2000). O
nitrato é relatado como a melhor fonte de nitrogénio para a producdo de ramnolipidios,
pois estimula a expressao do gene rhlAB, um dos principais responsaveis pela sintese
desse bioproduto (VENKATA; RAMANA, KARANTH, 1989; MANRESA et al., 1991;
ARINO et al., 1996).

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

A producdo de biossurfactante em biorreator enfrenta um problema que € a
formacgéo de espuma com presenca de biotensoativo de interesse, junto com celulas e
nutrientes, impossibilitando o descarte do excesso de espuma. Nesse caso ocorre a
interrupcdo da fermentacdo antes do periodo estabelecido, acarretando em um menor
rendimento (SILVA, 2011).
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Uma das maiores dificuldades na producédo de biossurfactante por Pseudomonas
aeruginosa consiste no fato dela ser um patdégeno oportunista, apresentando grande
resisténcia a antimicrobianos (TREEPONG; KOS, GUYEUX, 2017), o que aumenta 0s
custos do bioprocesso, pois exige uma infraestrutura mais segura. Zulianello et al. (2006)
relataram que o ramnolipidio pode ser considerado um fator de viruléncia, devido ele
ajudar as bactérias P. aeruginosa a romper células epiteliais humanas durante o inicio da

infecgdo de paciente com fibrose cistica.

1.3.2 Substratos alternativos

A utilizag&o de fontes de carbono alternativas contribui para reducao da poluigéo
ambiental, e agrega valor aos mesmos, uma vez que cerca de 10 — 30% do custo de
producdo de um produto biotecnolégico é referente a matéria-prima utilizada
(MUKHERJEE et al., 2006). O uso de fontes alternativas também possibilita o
descobrimento de novos tipos de congéneres, como foi o0 caso de Benincasa et al., (2004)
que caracterizaram, e testaram a eficiéncia antimicrobiana de um novo congénere de
ramnolipidio proporcionado pelo cultivo em borra de 6leo de girassol.

A natureza da fonte de carbono é um dos fatores mais relevantes na distribuicdo
de congéneres quando se trata da composi¢cdo do meio. Na cepa Pseudomonas aeruginosa
LBI foi observado a predominancia do congénere RL2 (RhaC10Ci0) nas fontes
hidrofobicas, enquanto que nas fontes hidrofilicas predominou o congénere RL1
(Rha2C10C10) (NITSCHKE et al., 2005). Na cepa UG2, os substratos hidrofobicos
geraram quantidades maiores de ramnolipidios em relacdo ao uso de substratos
hidrofilicos (MATA-SANDOVAL; KARNS; TPRRENTS, 2001).

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

No experimento de Benincasa et al. (2002) foi avaliado a producdo de

ramnolipidios a partir de dleo de oliva, éleo de soja, 6leo e borra de 6leo de girassol. O
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residuo produziu 12 gL de ramnolipidios, superior a producio de oliva (5.4 gL™), 6leo
de soja (4.8 gL!) e até de 6leo de girassol (4.9 gL™). Os autores também estudaram a
composicdo de acidos graxos contidos nessa fonte de carbono, e observaram a rapida
diminuicdo do acido linoleico no experimento, indo de 50% para 4% ap0s as primeiras
48 horas, e do &cido oleico, indo de 25% para 0,12% ao final do experimento. No 6leo de
girassol, a concentragdo inicial de &cido linoleico era de 65-70%, enquanto que do &cido
oleico era de 20-25%. Vale observar que ndo houve consumo do acido esteérico.

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

1.3.2 Oleos Nativos

1.3.2.1 Agai

A palmeira Euterpe oleracea conhecida como acaizeiro, é nativa da regido norte
do Brasil e se constitui como uma das principais plantas da fruticultura local. Seu fruto
contém proteinas, antocianinas, fibras e, principalmente, lipidios. Estima-se que 53% do
peso seco da polpa de acai € composta por 6leo vegetal (NOGUEIRA, 1995; OLIVEIRA,
1995).

O oleo de acai é formado de acidos graxos mono-insaturados e poli-insaturados,
60% e 14%, respectivamente. A composicao em acidos graxos no 6leo de acai é: &cido
oleico (C18:1) (60%), acido palmitico (C16:0) (22%), acido linoleico (C18:3) (12%),
acido araquidoénico (C20:4) (2,5%), acido palmitoleico (C16:1) e estearico (C18:0) (2%
cada) (ROGEZ, 2000). Outros 6leos com composicao semelhantes sdo o 6leo de oliva e
abacate.

No estudo de Nascimento et al. (2008) foram analisadas as caracteristicas fisico-
quimicas da polpa de agai e a extragdo de 6leo a partir de duas técnicas: uma com solvente
orgénico (hexano) e outra com enzimas. A polpa de acai apresenta, em g/100g, 89,1 de
umidade, 4,6 de lipidios, 0,1 de proteinas, 5,6 de carboidrato, e pH 5. Na extracdo do
oleo, ndo houve diferenca significativa em ambas as técnicas, mas ressalva-se que, usando
hexano, foram obtidos menos &cidos graxos insaturados e monoinsaturados, 3% e 2,5%,

respectivamente, se comparado com a extracdo com enzimas.
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1.3.2.2 Chia

A chia (Salvia hispanica L.) é nativa do sul do México e norte da Guatemala, onde
ha séculos constituiu o alimento base dos indios do sudoeste da América (TOSCO, 2004).
Ultimamente, ela recebeu grande atencdo pela alta quantidade de acidos graxos, como
acido linolénico, apresentando concentracfes proximas de 68%, e do acido linoleico, com
concentragdes variando de 17% a 26% dos lipidios totais do 6leo (AYERZA; COATES,
2000; CAPITANI et al., 2012). Além do &cido linolénico e linoleico, o 6leo de chia conta
também com o acido estearico, palmitico, oleico, araquidico e behénico (SOUZA et al.,
2014).

O écido linoleico e linolénico sdo os precursores do 6mega 6 e 3, considerados
6leos essenciais para o ser humano, devido ndo serem sintetizados pelo organismo. Eles
possuem alto valor nutricional, ajudando na prevencao e reducédo de varias doencas, como
as coronarias, inflamatorias e diabetes (BORNEO et al., 2007; PUWASTIEN, 1999).

Do ponto de vista da estabilidade, os acidos graxos poli-insaturados sofrem mais
oxidacdo do que os saturados, devido a alta quantidade de duplas ligacOes
(ANTONIASSI, 2001), o que compromete seu processamento e armazenamento,
diminuindo a qualidade do produto e seu valor nutricional, sendo a encapsulacdo uma
maneira de reverter isso (GOKMEN et al., 2011).

Durante o processo de encapsulacdo ocorre perda de acidos graxos, em parte
devido a propria oxidacdo do composto, e outra recorrente do processamento que envolve
aumento da temperatura e aplicacdo de ultrassom (BRINKMANN, 2000; LUZIA, 2012).
No estudo de Souza et al. (2014), durante o encapsulamento em particulas de acido
estearico, observou-se a maior eficiéncia no encapsulamento de dmega-3 do que do
0mega-6, com rendimento de 82% e 64%, respectivamente. Tal diferenca foi atribuida a
conformacdo molecular dos acidos; o dmega-6 apresenta menos instauracao, deixando a
estrutura menos compacta, prejudicando a estabilizacdo dentro da estrutura semi-critalina
do &cido estearico.

Tosco (2004) estudou os valores nutricionais da semente e 6leo de chia. O dleo
apresenta maior valor energético se comparado a semente, porém a semente retém todas
as proteinas. Em 100 ml de 6leo, estima-se que existem 92 gramas de gordura total, sendo
74,8 gramas de gordura poli-insaturada, seguido de 14 gramas de gordura mono-

insaturada.

1.3.2.3 Andiroba
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Tambeém situada na regido norte do Brasil, a andiroba (Carapa guianensis) possui
propriedades fitoterapicas e medicinais, sendo bastante apreciada pela medicina popular,
favorecendo a economia regional (CAMPOS et al., 2013; MIRANDA-JUNIOR et al.,
2012; TAPPIN et al., 2008). Em 2004 foi estimado que foram consumidos 30 mil litros
de 6leo de andiroba no Brasil, e exportado 450 mil litros (NEVES et al., 2004).

Uma das principais propriedades fisioldgicas do 6leo de andiroba reside na sua
acdo antialérgica, anti-inflamatoria e anti-plasmddica (COSTA-SILVA et al., 2008;
MIRANDA-JUNIOR et al., 2012; PENIDO et al., 2005). Tais propriedades ocorrem
devido a presenca de triglicerideos (acidos graxos), tocoferois, carotenoides, compostos
fendlicos e, principalmente, de limonoides, fitoquimico comum em plantas da familia
Meliaceae, correspondendo a quase 5% do teor do dleo (SILVA et al., 2009).

Os acidos graxos presentes no 6leo da semente sdo de maioria insaturada, como o
acido oleico, apresentando 42,71% da composicao total, seguido pelo &cido palmitico que
ja é um &cido saturado, com um valor de 31,02%. Além desses &cidos, encontram-se
também no 6leo os acidos estearico (10,53%), linoleico (12,93%), araquiddnico (2,26%)
e behénico (0,5%) (SILVA, 2018).

1.3.2.4 Buriti

O buriti (Mauritia flexuosa) é conhecido em algumas regies como muriti,
muritim ou palmeira-dos-brejos, e é nativo do cerrado brasileiro. Como caracteristica dos
frutos desse bioma, eles possuem alto valor nutritivo e lipidico, além de possuirem
atrativos sensoriais, sendo alimento de diversas aves e mamiferos (AGOSTINI; VIEIRA,
2004; BATISTA et al., 2012; RUFINO, 2008).

Assim como o 6leo de andiroba, o éleo de buriti apresenta compostos anti-
oxidantes e fotoprotetoras, como carotendides e tocoferol (BITAR; ALCANTARA,
2014). Além disso, € possivel listar a presenca de outros componentes bioquimicos, como
vitaminas do complexo B (B1, B2 e PP), aminoacidos sulfurados (cisteina e metionina),
fibras, retinol, vitamina C e carboidratos (AFONSO, 2013; MARTINS, et al., 2006;
BATISTA, et al., 2012). Com toda essa composi¢do, 0 6leo de buriti se destaca pelas
acOes de anti-oxidante, anti-inflamatdrio e anti-bacteriano.

O buriti possui diversas aplicages na industria de cosmético e biodiesel, e
também para os ribeirinhos da regido, que se utilizam da madeira pra construcdo de pontes
e casas, das folhas para cobertura da casa, e do fruto para producao de produtos artesanais,
como doces e vinho (SANTOS; COELHO-FERREIRA, 2012).
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A polpa de buriti € conhecida pela alta quantidade de acido ascorbico, poli fendis
e de lipidios; estima-se que com 10 kg de massa € possivel obter entre 1 a 2 litros de 6leo
(SAMPAIQ, 2011; SANTANA; JESUS, 2012). O 6leo € constituido principalmente por
acidos graxos mono-insaturados como o acido oleico (72,23%), seguido pelo acido
saturado palmitico (22,18%). Os poli-insaturados representam apenas 1,7% da
composicdo total de &cidos graxos do 6leo (CRUZ et al., 2016).

A relacdo dos &cidos graxos com cada 6leo exemplificado pode ser observada na
Tabela 1.

Tabela 1: Concentracdo de acidos graxos presentes nos 6leos em porcentagem %.

Acido Graxo Acail Andiroba? Buriti® Chia*
C 16:0 Palmitico 22 31 19,5 7,3
C16:1 Palmitoleico 2 0 0 0
C18:0 Estearico 2 10,5 1,8 2,9
C18:1 Oléico 60 42,7 73,3 5,5
C18:2 Linoléico 12 12,9 2,3 19,7
C18:3 Linolénico 0 0 1,7 64,1
C20:0 Araquidico 2,5 2,2 0 0,2
C22:0 Behénico 0 0,5 0 0,05

Fonte: 1- Rogez, 2000; 2- Silva, 2018; 3- Martins et al., 2016.; 4- Souza et al., 2014.

1.4 Aplicacgdes dos biossurfactantes

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

Uma das maiores areas de aplicacdo dos biossurfactantes € na industria
petroquimica, onde sdo incorporados em formulagdes de 6leos lubrificantes e na producao
de petroleo, assim como na biorremediacdo, dispersdo no derramamento de oOleo,
recuperacdo melhorada de petroleo, e na remocdo e mobilizacdo de residuos de 6leos em
tanques (DESAI; BANAT, 1997).
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Venkatesh e Vedaraman (2012) demonstraram que uma solucéo contendo 2% de
ramnolipidios é capaz de remover 74% do cobre contido em solo contaminado. Enquanto
0 estudo de Wang e Mulligan (2009) relataram sua eficiéncia na remocao de arsénio de
rejeitos da mineracao.

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

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

Outra aplicacdo dos biotensoativos é como inseticida biolégico, ndo se
restringindo apenas na area rural. O estudo de Kim et al. (2011) utilizou os congéneres de
di-ramnolipidios Ca2HsgO13 e CasHe2013 contra os pulgdes da espécie Myzus persicae,
demonstrando a eliminagdo de 100% da populacdo quando a concentragdo foi de 100
pg/mL.

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

Os ramnolipidios apresentam enorme diversidade de aplicacbes na area da
agroindustria, devido diversas propriedades, como sua atividade antimicrobiana e baixa
toxicidade, possuindo potencial para o controle biologico de fito-patdgenos que
produzem zoo6sporos (ABALOS et al., 2001).
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As classes de biossurfactantes sorolipidios e ramnolipidios, foram usados para
combater os fungos causadores da perda de rigidez e de manchas cinzas em tomates e
macas (KIM et al., 2000). Os ramnolipidios ja demonstraram serem eficaz na protecéo de
videiras contra ataques de Botrytis cinerea (VARNIER et al., 2009), e também no
controle da incidéncia de fungos da espécie Colletotrichum falcatum, principal fungo
causador da doenga “red hot” na cana de agucar, que causa grande perda no cultivo em
diversos paises (GOSWAMI et al., 2015). Os ramnolipidios também sédo eficientes no
controle de muitos outros tipos de fungos patogénicos de plantas, como Botrytis sp,
Rhizoctonia sp, Pythium sp, Phytophtora sp, e Plasmopara sp (VATSA et al., 2010);
reforcando ainda mais sua caracteristica antifangica.

Os ramnolipidios podem ser usados como fungicida tanto na forma pura como
misturado ao caldo fermentado livre de células, levando o barateamento do produto nao
purificado, tornando-o mais competitivo em relacdo aos antifungicos comerciais (SHA et
al., 2012).

Na &rea alimenticia, quando empregados, eles podem atuar como controladores
de consisténcia, solubilizadores de sabor, e na conservacao de produtos da panificacdo
(NITSCHKE et al., 2011), ou ainda no combate a adesdo de alguns microrganismos,
como Listeria monocytogenes (Gram-positivo) e Pseudomonas fluorescens (Gram-
negativo), em superficies de poliestireno e aco inoxidavel, sendo que no poliestireno
houve reducédo da adesdo em 79%, e no aco inoxidavel de 83% (ARAUJO et al., 2016).

Uma das areas em que ha grande interesse atualmente esta relacionada ao uso
antimicrobiano, propriedades de hidratacdo da superficie da pele e baixa toxicidade dos
biossurfactantes glicolipidicos e lipopeptidicos, os quais poderiam substituir surfactantes
quimicos atualmente usados em cosméticos e formulacGes farmacéuticas para cuidados
com a pele (ADU et al., 2020).

Diversos microrganismos habitam a pele, alguns oferecendo beneficios, como
controlar possiveis infec¢des na epiderme, enquanto outros sdo patdgenos oportunistas.
O uso excessivo de cosméticos que se utilizam de surfactantes de origem petroquimica
afeta esse microbioma externo, podendo causar irritagdo, alergia e até infeccdes, devido
ao enfraguecimento dos microrganismos benéficos, além de prejudicar as diversas
funcdes atribuidas a pele (BUJAK; WASILEWSKI; NIZIOL-LUKASZEWKA, 2015).

A substituicdo do surfactante quimico pelo biossurfactante demonstrou manter o
equilibrio do microbioma cutaneo, garantindo também os mesmos beneficios de um

surfactante petroquimico, além de ndo formar ligacGes danosas na pele, como do

24



surfarctante com os lipidios na epiderme que, futuramente, podem se desenvolver em
cancer (BUJAK; WASILEWSKI; NIZIOL-LUKASZEWKA, 2015; KARLAPUDI et al.,
2020).
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2. Objetivos

2.1 OBJETIVO GERAL

- Avaliar a producdo de ramnolipidios utilizando a cepa Pseudomonas aeruginosa
LBI 2A1 (LOVAGLIO, 2011) frente a diferentes 6leos nativos .

2.2 OBJETIVO ESPECIFICO
- Avaliar quais as melhores fontes de carbono derivados de plantas brasileiras,
como chia, andiroba, acai e buriti; para producao de ramnolipidios por meio da cepa P.

aeruginosa LBI 2A1.
- Observar os diferentes congéneres de ramnolipidios originados de cada um dos

6leos utilizados e comparar com aqueles obtidos de fontes comerciais
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3. Material e métodos

3.1 Microrganismo

O microrganismo utilizado no presente estudo serd Pseudomonas aeruginosa LBI
2A1 (LOVAGLIO, 2011) que estava acondicionado a -20 °C proveniente do
Departamento do Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual Paulista (IB/UNESP,
campus Rio Claro).

3.2 Meio de cultura

3.2.1 Meio mineral livre de célcio com tampéo fosfato

O meio de cultura utilizado para preparo do inéculo possuiu a seguinte
constituicdo em (g/L): MgSO4 7H20 - 0,05; KCI - 0,1; NaNO:s - 1,5; fonte de carbono —
50; tampéo fosfato 0,1M pH 6,5 e 1 mL/L da solugdo de elementos tracos. Esta solucao
é composta por (g/L): citrato de sodio dihidratado — 2,0; FeCl3 6H.0 —0,28; ZnSO4 7H.0
—1,4; CoCl2 6H20 — 1,2; CuSO4 5H20 - 1,2; MnSO4 H20 - 0,8.

3.2.2 Meio mineral livre de calcio

Para a producdo de ramnolipidios foi utilizado o seguinte meio (g/L): KoHPO4 —
0,3; MgSO4 7H20 - 0,5; KCI — 1,0; NaNO3 — 15; e a fonte de carbono — 100.

As fontes de carbono utilizadas na composicao do meio foram: éleo de andiroba,
dleo de acai, 6leo de buriti e 6leo de chia, provenientes da empresa “Mundo dos Oleos”
(https://www.mundodosoleos.com/). O volume e a composi¢do da solucdo de elementos
tracos utilizados foram os mesmos descritos no item 3.2.1. A concentracdo dos reagentes
utilizados nos meios estdo descritos nos itens 3.2.1 e 3.2.2 e tem por base o0 volume de

meio, excluindo-se o volume da fonte de carbono empregado.

3.3 Condicdes de cultivo

3.3.1 Preparo do indculo

O microrganismofoi pre-cultivado em frascos Erlenmeyer (125 mL) contendo 20
mL de caldo lisogénico e 100 pL da cultura estoque do microrganismo, 0 cultivo ocorreu
em mesa agitadora, por 24 horas a 37°C e 200 rpm. Em seguida 1,25 mL desse pré-cultivo
foi transferido para frascos de 500 mL com 100 mL de meio mineral livre de calcio com
tampéo fosfato; o frasco foi incubado por 24 horas a 37°C e 200 rpm. pH 6.5 - 7.0. Esta
cultura foi utilizada posteriormente para inoculacdo do meio de fermentacédo resultando

em uma densidade ética (D.O) 580 nm inicial de 0,1.
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3.3.2 Bioprocessos em mesa agitadora

Os bioprocessos realizados a fim de verificar a produgéo de ramnolipidios foram
realizados em mesa agitadora tipo shaker, a 37 °C sob agitacdo de 200 rpm, por um
periodo de 120 horas, com injecdo de elementos tracos nos periodos de 0, 20, 40 ,70 e
120 (item 3.2.1) horas de cultivo. Amostras de 5ml foram retiradas a cada 24h para
avaliacdo do perfil de producdo de ramnolipidios, os meios de cultura foram o meio
mineral livre de célcio, tendo por fonte de carbono os 6leos descritos no item 3.2.2. Todo

procedimento foi realizado em triplicata.

3.4 Métodos analiticos

3.4.1 Processamento das amostras

A cada amostra foi adicionado n-hexano no volume 1:1, com objetivo de obter
6leo residual, seguido de agitacdo das amostras por 1 minuto e posteriormente essas
amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm, 4°C por 10 minutos para que ocorresse a
separacdo de fases células / fase aquosa / n-hexano. O hexano com o 0leo residual se
concentrou na parte mais superior da amostra.

Para a extragdo do biotensoativo foi utilizado acetato de etila 1:1,25 (v/v);
centrifugando a 10.000 rpm, 4°C por 10 minutos; na fase superior ficou retido o
ramnolipidios junto ao acetato de etila, enquanto que embaixo ficou dgua. Depois 0
solvente € evaporado, obtendo-se ramnolipidios puro. O procedimento de extracdo com

acetato de etila foi repetido 2 vezes.

3.4.2 Avaliacédo da producdo de ramnolipidios

3.4.2.1 Cromatografia em camada delgada

A cromatografia em camada delgada foi realizada com o objetivo de verificar a
producdo de ramnolipidios antes de prosseguir para as analises em HPLC e foram
realizadas de acordo com a metodologia utilizada por Lovaglio (2011a). Para isso, foram
utilizadas placas de silica-gel e como fase — mével a seguinte solucdo: cloroférmio /
metanol / acido acético (65:15:2). O agente revelador utilizado foi composto da mistura
2 mL de anisaldeido em 100 mL de &cido acético acrescido de 2 mL de &cido sulfarico.
As amostras consistindo de 10 pL de extratos de ramnolipidios foram obtidos a partir do

caldo livre de células, em diferentes tempos de fermentacéo.

3.4.2.2 Determinacdo da concentracdo de Ramnolipidios - HPLC

3.4.2.2.1 Derivatizagao

28



Para a analise em HPLC as amostras e o0s padrdes contendo ramnolipidios foram
derivatizadas de acordo com o descrito por Schenk et al. (1995) com pequenas
modificagdes, a fim de serem detectadas via detector de UV.

As amostras, contendo ramnolipidios e acetato de etila, foram primeiramente
evaporadas; em seguida adicionaram-se 360 uL de acetonitrila ¢ 40 uL. da mistura 1:1 de
brometo de 4-bromofenacil 40mM e trietilamina 20mM, ambos em acetonitrila. A
derivatizacdo foi feita por 1,5 h a 60°C e 1400 rpm, em um termomixer (Thermomixer
Comfort, Eppendorf AG).

3.42.22HPLC

As andlises foram realizadas em equipamento HPLC (Shimatzu) acoplado a um
detector UV como descrito por MULLER et al., (2010). Para a calibracéo do HPLC foi
utilizado solucdo padrdo de mono- e di-ramnolipidio (Sigma Aldrich) nas seguintes
concentragdes: 0,25; 0,50; 0,75 e 1,0 g/L. Para as andlises foi utilizada uma coluna de
fase reversa (Supelcosil LC18, Supelco - 150 mm x 4.6 mm, 5 um silica gel) a 30°C. As
fases moveis foram: solucdo A com 5% de metanol e solucdo B com 95%, ambas em
agua ultrapura. Para que ocorra separagdo dos congéneres presentes, foi estabelecido um
gradiente de 80 a 100% da solucéo B, de acordo com o seguinte protocolo: de T=0a T=17
min, aumento da solucdo B de 80 para 100%, conservando-se em 100% até 25 min. Em
seguida ocorreu um decréscimo para 80% até 30 min, mantendo-se por mais 5 min para
que ocorra equilibrio. O fluxo utilizado foi de 0,4 mL/min e os ramnolipidios foram
monitorados a 254 nm. Os tempos de retencdo foram 22,3 — 22,5 minutos pra Rha-Rha-
C10Ci0€ 23,2 — 23,4 minutos para Rha-C10Cio (Figura 3).
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Figura 3 — Cromatograma do ramnolipidios obtido através do computador do LMI
(Laboratorio de Microbiologia Industrial) da amostra de agai de 48 horas. No eixo X
pode-se observar o Rha-Rha-C10C10 em 22,3+0,2 minutos e o para Rha-C10Cio em
23,2+0,2 minutos.
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

3.4.3 Determinagédo da biomassa microbiana

Apds a separacdo das 3 fases (item 3.4.1) o pellet de células foi resuspenso em
NaCl 0,85% (v/v) (mesmo volume que a amostra inicial) e centrifugado a 10.000 rpm,
4°C por 10 minutos. Em seguida o pellet foi dissolvido em menor volume de solugéo
salina e mantido em estufa a 100°C até atingir peso constante.

3.4.4 Determinacéo do 6leo residual

O oleo residual foi quantificado apos a retirada da fase organica, através da sua
juncdo com o hexano descrito no item 3.4.1, para determinacao gravimétrica. As amostras
foram mantidas em temperatura ambiente dentro de capela de exaustdo até a completa
evaporacédo do solvente.

As amostras de 6leo foram submetidas a reacdo de esterificacdo (Método Oficial
da AOAC 969.33, 1969), a partir de 100 mg de 6leo residual e 4 mL de NaOH 0,5 M em
MeOH. A reacdo ocorreu em sistema de refluxo e foi mantida por aproximadamente 10
min. Em seguida, adicionou-se 5 mL da solucdo de BF3 10% em MeOH através do
condensador e o sistema foi mantido sob ebulicdo por mais 2 min. Ao final, foi
acrescentado heptano (2 mL) também atraveés do condensador e mantido sob ebuli¢éo
durante 1 min. O sistema foi retirado do refluxo com a interrup¢do do aquecimento e

retirada do condensador. Em seguida, adicionou-se de 15 mL de solucéo saturada de NaCl
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e agitou-se vigorosamente por 15 s. A solugéo foi transferida para um tubo vidro para que
ocorresse separacgéo de fases, e em seguida transferiu-se 2ml para um eppendorf contendo
Na>SOj4 e depois retirou-se outra aliquota para ser analisada em GC-MS.

A analise da composicao do 6leo residual foi realizada em um GC-MS acoplado
a um espectrémetro de massas Shimadzu GCMS-QP 2010 Ultra com impacto de elétrons
(EI. A coluna de silica fundida RTX-5MS (30 m, 0,25 mm, 0,25 um) foi utilizada, a
temperatura do forno foi de 120°C mantida por 1 min, com incremento de 20°C/min até
170°C, 3°C/min até 210°C e 20°C/min até 250°C, e entdo, mantida constante por 10 min.
A temperatura do injetor foi de 250°C, a injecdo foi realizada em modo split (1:10 e 1:100)
com volume de injecdo de 1 pul e o gas de arraste foi hélio com fluxo de 1 mL/min. A
faixa de massas analisadas pelo espectrometro de massas foi de 41 a 350, iniciando-se em
2,5 min até o final da corrida (28,8 min). E, para a identificacdo dos acidos graxos, foi
realizada a comparacdo dos tempos de retencdo dos picos dos cromatogramas das
amostras com padrdes puros de ésteres metilicos de acidos graxos (37-Component FAME
Mix, Sulpelco®).

3.4.5 Determinacdo da composicdo dos homélogos por LC-MS

As amostras de ramnolipidios foram ressuspensas em acetonitrila, diluidas em
agua ultrapura/acetonitrila (v/v) (7:3) em uma concentracdo final de 500 ppm e filtradas
em membrana de 0,22 um. As analises foram realizadas através de LC-MS acoplado a
um espectrometro de massas Waters Xevo TQD Triple Quadrupole e ionizacdo por
eletrospray em modo negativo (ESI-MS). O aparelho foi equipado com a coluna de fase
reversa Acquity UPLC Beh-C18 (1,7um, 2,1 x 500 mm; Waters Corp.).

Nas analises em LC utilizaram-se fases mdveis compostas por acido férmico-agua
0,1% (A) e acido férmico-acetonitrila 0,1% (B). O gradiente foi de 0/20, 20/95, 35/95,
36/20 (min/%B), fluxo de 0,4 mL/min, volume de inje¢do de 10 pL, tempo de corrida 32
min, (CHENG et al, 2017). A faixa de massas analisada foi de 200 a 800 m/z. Para os
experimentos de MS/MS o gas utilizado foi argbnio e a energia de colisdo variou de 5 a
25¢eV.

3.4.6 Andlise estatistica

Os dados foram comparados utilizando analise de variancia, as diferencas
significativas se deram com P < 0,05 (SOKAL; ROHLF, 1995) através do Excel 2016.
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4. Resultados e Discusséo.
4.1 Producéo de ramnolipidios por P. aeruginosa 2A1 LBI em 6leos essenciais

e avalicdo do consumo da fonte de carbono

Os resultados obtidos dos experimentos com a LBI 2A1 utilizando Oleos
essenciais como agai, andiroba, buriti e chia, estdo esquematizados nas Figuras 3, 4,5 e
6, respectivamente. Letras diferentes representam resultados estatisticamente diferentes
pelo teste Tukey (P<0,05).

A figura 4 representa os dados obtidos através do processamento da amostra que
utilizou o6leo de acai como fonte de carbono.

Figura 4 — Biomassa, consumo de 0leo e producdo de ramnolipidios em diferentes
tempos empregando-se Gleo de acai como fonte de carbono (100g/L) para cepa LBI 2A1.
Condigoes: 37°C, 200 rpm e 120 horas de fermentacao.
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*A, B e C representam mudanca significativa (p>0,05) de cada valor de amostra, através do teste de Tukey.
Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

A producdo de ramnolipidios usando 6leo de acai, como fonte de carbono,
alcancou sua maxima producdo em 72 h, ndo apresentando diferenca significativa entre
48 h, 72 h e 96 h, se alterando apenas em 120h, ja ao final do experimento e da fonte de
carbono restante (3,5 g/L)

O consumo da fonte de carbono ocorreu paralelamente a producdo de
ramnolpidios, especificamente entre 24 h e 48 h, pois houve um consumo de 0leo de 60,45
g/L, refletindo-se em um aumento de 2,11 g/L de ramnolipidio, porém, vale ressaltar, que

0 mesmo nao foi observado na biomassa, ocorrendo, inclusive, uma diminuic¢do durante
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esse periodo. O decréscimo acentuado do substrato mostra que 0 mesmo foi dirigido para
a producdo de ramnolipidio.

O experimento com 6leo de agai se destaca por ser o primeiro, dentre 0s
experimentos, a alcancar producédo de ramnolipidio mais rapido; em 48 h a concentragédo
ja era mais de 2g/L. Na composicdo desse 6leo, o acido linoleico (C=18:2) é o que
apresenta maior concentracdo, além de apresentar acidos graxos raros também, como
acido palmitoleico (C=16:1) e eicosadiendico (C=20:2) que serdo discutidos
posteriormente. Também vale mencionar que, dentre os 0leos estudados, o 6leo de acai
€ 0 que se destaca por possuir quantidades altas de carboidrato, o que poderia explicar 3,5
g/L de biomassa em 24 h.

A tabela 2 apresenta os fatores de conversédo produto/biomassa; produto/fonte de
carbono e producdo de mono e di-ramnolipidio; da amostra se utilizou de 6leo de acai

como fonte de carbono.

Tabela 2: Fator de conversdo de produto com biomassa e fonte de carbono, e
concentracdo dos homdélogos mono e di ramnolipidios durante a fermentacdo com 6éleo
de acai.

Tempo (h) Produto/Biomassa Produto/Fonte  Mono-RL (g/L) Di-RL (g/L)

(9/9) de carbono
(9/9)
0 0 0 0 0
24 0,071 0,015 0,07 0,18
48 -3,149 0,035 1,32 1,04
72 0,092 0,055 1,39 1,15
96 0,261 -0,093 1,15 0,99
120 0,508 -0,026 1,01 0,83

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

A producédo de mono-ramnolipidio foi superior ao de di a partir de 48h, com ambas
apresentando as mesmas curvas de producdo ao longo do experimento. Observando o
fator produto/biomassa, € possivel inferir que, de 72h até o final do experimento, a
producdo de ramnolipidios adquiriu melhor rendimento do que a biomassa produzida,
devido os valores do fator aumentarem, mesmo com o0s dois componentes perdendo
concentracdo, e o sinal negativo do fator produto/fonte de carbono em 96h e 120h,
evidencia a diminuigdo do ramnolipidio nos dois ultimos dias de fermentagdo com relacéo
a concentracao do o6leo.

A tabela 3 demonstra todos os acidos graxos obtidos na analise GC-MS do 6leo

33



de acai.

Tabela 3: Composicéo de acidos graxos presentes no 6leo de acai a partir de anélise GC-
MS.

Simbologia Acido Graxo Férmula Concentracéao
molecular (%)
C8:0 Caprilico (octanéico) CsgH1602 3,5
C12:.0 Laurico (dodecandico) C12H240- 2,6
C13.0 Tridecandico C13H2602 1
C14.0 Miristico (tetradecandico) C14H250> 11
Cl6:1 Palmitoleico (9-hexadecendico) C1sH300> 0,9
C16:0 Palmitico (hexadecandico) C16H3202 4,8
C17.0 Margérico (heptadecandico) C17H340 1,3
Cc18:2 Linoleico (9,12-octadecadiendico) C1sH320- 42,4
ci18:1 Oléico (9-octadecendico) C18H340> 23,6
c18:.0 Esteérico (octadecandico) C18H360> 7
C20:2 Eicosadiendico (11,14-eicosadiendico) C20H360> 15
C20:1 Gadoleico (11-eicosendico) C2oH380> 1
C20:0 Araquidico (eicosandico) C20H400> 0,9
C21:.0 Heneicosanoico C21H420> 2,6
C22:.0 Behénico (docosandico) C2oH40> 3
C23.0 Lignocérico (tetracosandico) C23H460- 1,8

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

A anélise dos acidos graxos do 6leo de acai em GC-MS apresentou diferencas
notorias quando comparadas com as contidas na literatura, como de Rogez (2000); uma
das maiores diferencas é a presenca de outros acidos graxos que ndo continham no
registro literario, como os acidos com menos de 16 carbonos, tal como o caprilico (C8:0)
e o laurico (C12:0); e acidos acima de 20 carbonos, como behénico (C22:0) e o
lignocérico (C23:0). Outra diferenca foi a porcentagem dos &cidos graxos presentes em
ambas as andlises; é registrado que o acido palmitico (C16:0) possuia a concentracéo de
22% enquanto que na andlise do presente trabalho ela tem apenas 4,8%.

Tais diferengas podem ser devido a origem das amostras, pois, em ambos 0s
trabalhos, a metodologia de obtengéo de acidos graxos, através dos triglicerideos do 6leo
de acai, e a analise em GC-MS foram iguais.

A figura 5 exemplifica o consumo de acidos graxos ao longo do tempo de

fermentacgdo que utilizou 6leo de acai como fonte de carbono.
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Figura 5 — Consumo dos acidos graxos presentes no Oleo de acai durante a
biotransformacao de ramnolipidios, utilizando Pseudomonas aerugionosa LBI 2A1 em
120h de experimento.
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Em 24 h, poucos &cidos graxos foram consumidos, preservando, basicamente, sua
concentracdo inicial, como o acido caprilico (C8:0), laurico (C12:0), miristico (C14:0),
palmitico (C16:0), margarico (C17:0), estearico (C18:0), eicosadiendico (C20:2),
gadoleico (C20:1), araquidico (C20:0), heneicosanoico (C21:0) e behénico (C22:0). Os
acidos que foram consumidos inicialmente foram palmitoleico (C16:1), linoleico (C18:2),
oleico (C18:1) e lignocérico (C23:0), com esgotamento desse Ultimo. Entre 24h e 48h é
quando ocorre 0 maior consumo dos acidos graxos do 6leo de acai, independente da
insaturacdo ou comprimento de cadeia carbdnica. O consumo bruto de todos os acidos
graxos nesse periodo é concomitantemente com o maior consumo de 6leo, 83,85 g/L para
23,4 g/L, e de producéo de biossurfactante, de 0,250 g/L para 2,360 g/L.

De 48 h até 96 h ocorre a estagnacdo dos acidos graxos de cadeia media, como
caprilico (C8:0) e laurico (C12:0), o baixo consumo de acidos saturados, como palmitico

(C16:0) e estearico (C18:0), e o consumo constante dos &cidos graxos insaturados, como
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linoleico (18:2) e oleico (C18:1). Em 96h segue-se o consumo total de diversos acidos,
como araquidico (C20:0), gadoleico (C20:1) e palmitoleico (C16:1), o que pode ser
interpretado como o motivo da queda da biomassa e da produgdo de ramnolipidios na
Figura 3.

Em 120 h, é possivel observar que, 0s acidos graxos restantes, ou consistem de
acidos graxos de mais de 20 carbonos de cadeia impar, como heneicosanoico (C21:0) e
behénico (C22:0), ou de &cidos cujas concentragbes foram as mais altas observadas no
o6leo, podendo ser poli-insaturado, como linoleico (C18:2), ou saturado, como estearico
(C18:0). Ndo foi observado presenca de acido oleico (C18:1) ao final do experimento.

Os é&cidos graxos de cadeia impar possuem algumas diferencas quando
comparados aos acidos graxos de cadeia par durante a B-oxidacdo. Os &cidos graxos de
cadeia par sdo oxidados de 2 em 2 carbonos, restando ao final, uma calda de Acetil-CoA;
janos acidos graxos de cadeia impar, a calda consiste de uma molécula de Propionil-CoA
que sera convertido em Succinil-CoA e entrara direto no ciclo do acido citrico.

A figura 6 representa os dados obtidos através do processamento da amostra que

utilizou 6leo de andiroba como fonte de carbono.

Figura 6 — Biomassa, consumo de 6leo e producdo de ramnolipidios em diferentes
tempos empregando-se 6leo de andiroba como fonte de carbono (100 g/L) para cepa 2A1
LBI. Condigdes: 37°C, 200 rpm e 120 horas de fermentagé&o.
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*A, B e C representam mudanga significativa (p>0,05) de cada valor de amostra, através do teste de Tukey.
Fonte: Elaborado pelo préprio autor.
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E possivel observar que, tanto o experimento envolvendo o 6leo de agai quanto o
de andiroba, em 72 h foi quando houve o maior desenvolvimento de biomassa, com 4,92
g/L e 6,05 g/L, respectivamente. Ja a mesma similaridade n&o foi observada na producéo
de ramnolipidios.

No experimento com 6leo de andiroba, a biomassa e a producéo de ramnolipidios
ocorreram concomitantemente. A biomassa alcanca seu apice em 72 h, e o ramnolipidio
em 120 h, porém, nesse ultimo caso, pode-se afirmar que em 96 h esse valor ja foi
atingido, uma vez que nao houve diferenca significativa na producdo até o final do
experimento.

O oleo de andiroba possui altos valores de &cidos derivados do estearico (C18:0),
seguido de &cidos saturados de cadeia longa, como heneicosanoico (C21:0), behénico
(C22:0) e nervdnico (C24:0). Em 72 h ocorre o consumo de quase todos os acidos, com
a extincdo, principalmente, dos acidos de cadeia longa e curta saturados; os detalhes do
consumo serdo discutidos na Figura 6.

Dentre os 6leos estudados, o 6leo de andiroba possui pecularidades bem Unicas,
como a presenca de tocoferdis (vitamina E), carotendides, compostos fenolicos e,
principalmente, limondides (COSTA-SILVA et al., 2008; MIRANDA-JUNIOR et al.,
2012; PENIDO et al., 2005). Como pode ser observado, os valores de biomassa e
ramnolipidios foram bem satisfatorios, como a estabilidade da producdo de ramnolipidios
e 0 maior valor de biomassa observado em todo presente trabalho (6 g/L em 72 h), o que
pode ter sido uma atribuicdo dessas propriedades.

Os tocoferdis, carotenoides e compostos fenolicos possuem propriedades
antioxidantes nas células, diminuindo o envelhecimento celular e garantindo o melhor
combate aos radicais livres, sendo que o primeiro age especificamente contra H2O2 e 0
segundo contra radiacdo UV, além de ser um componente caracteristico da cor de diversos
alimentos, como laranja e cenoura, e precursor da vitamina A (UENOJO; MAROSTICA-
JUNIOR; PASTORE, 2007; GUINAZ, et al., 2009; SOARES, et al., 2008).

Como é caracteristico das plantas da familia Meliaceae, a andiroba é rica em
limonoides, cuja fungdo é de proteger a planta contra animais herbivoros, através do
amargor citrico. Esse composto possui propriedades anti-inflamatdrias, anti-oxidantes e
inseticidas (PASSOS, et al., 2020; SILVA; SARAIVA-NUNOMURA; MASSAYOSHI-
NUNOMURA, 2012).
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A tabela 4 apresenta os fatores de conversdo produto/biomassa; produto/fonte de
carbono e producdo de mono e di-ramnolipidio; da amostra se utilizou de 6leo de andiroba
como fonte de carbono.

Tabela 4: Fator de conversao de produto com biomassa e fonte de carbono, concentracédo

dos homélogos mono e di ramnolipidios durante a fermentacdo com dleo de andiroba.
Tempo (h) Produto/Biomassa Produto/Fonte Mono-RL (g/L) Di-RL (g/L)

(9/9) de carbono
(9/9)
0 0 0 0 0
24 0,452 0,021 0,78 0,45
48 0,145 0,015 0,86 0,72
72 1,293 0,087 1,58 1,19
96 -0,088 0,337 1,84 1,25
120 0,151 0,060 1,83 1,4

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Diferente do experimento com o 6leo de acai, a producdo de mono-ramnolipidio
foi superior ao de di em todos os tempos. O sinal negativo em 96h no fator
produto/biomassa representa a queda subita de biomassa que ocorreu no tempo
correspondente, enquanto que a producdo de ramnolipidios se manteve, ja o fator
produto/fonte de carbono, no mesmo periodo, demonstrou o melhor valor do
experimento.

A tabela 5 demonstra todos os acidos graxos obtidos na analise GC-MS do 6leo
de andiroba.

Tabela 5: Composicdo de acidos graxos presentes no éleo de andiroba a partir de analise
GC-MS.

Simbologia Acido Graxo Formula Concentragao
molecular (%)
C8:0 Caprilico (octandico) CsH1602 3,1
C11:.0 Undecilico (Undecandico) C11H220- 1
C12.0 Laurico (dodecandico) C12H240- 2,2
C14.0 Miristico (tetradecandico) C14H250- 1
C16:.0 Palmitico (hexadecandico) C16H3202 6,6
C17.0 Margarico (heptadecandico) C17H3402 1,2
C18:2 Linoleico (9,12-octadecadiendico) C1gH320> 23,1
ci18:1 Oléico (9-octadecendico) C1sH340- 38,6
C18.0 Estearico (octadecandico) C1sH360> 9,6
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C19:0 Nanodecilico (nonadecandbico) C19H350> 0,8

C20:2 Eicosadiendico (11,14-eicosadiendico) C20H360> 15
C20:0 Araquidico (eicosanéico) C20H4002 0,1
C21.0 Heneicosanoico C21H420- 3,7
C22.0 Behénico (docosandico) C2oH440- 2,8
C23.0 Lignocérico (tetracosandico) C23H460- 1,6
C24:0 Nervénico C24H450- 2

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Semelhante as informacg6es contidas na literatura sobre a composicéo de acidos
graxos presentes no Oleo de andiroba (SILVA, 2018), tanto o &cido oleico quanto o
linoleico foram as maiores concentracGes presentes. Porém existe uma grande diferenca
se tratando da concentracdo do acido palmitico; enquanto que no registro literario consta
31 %, no presente experimento o valor foi de 6,6 %.

Também houve diferenca na presenca de determinados tipos de acidos graxos que
foram encontrados na analise em GC-MS, como lignocerico (C23:0), nervénico (C24:0)
(cadeia longa), caprilico (C8:0), undecilico (C11:0), laurico (C12:0) e miristico (C14:0)
(cadeia curta). A metodologia empregada na literatura citada foi diferente da metodologia
aplicada no presente trabalho.

A figura 7 exemplifica o consumo de acidos graxos ao longo do tempo de

fermentac&o que utilizou 6leo de andiroba como fonte de carbono.
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Figura 7 — Consumo dos &cidos graxos presentes no 6leo de andiroba durante a
biotransformacdo de ramnolipidios, utilizando Pseudomonas aerugionosa LBI 2A1 em
120h de experimento.
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Diferente do observado no éleo de acai, 0 consumo dos acidos graxos no 6leo de
andiroba ja foi alto nas primeiras 24 h, sem distin¢do se o0 acido era de cadeia curta ou
longa, saturado ou insaturado. Durante esse periodo, foi quando houve o maior consumo
da fonte de carbono, indo de 100 g/L para 42 g/L (Figura 5).

Em 72h diversos acidos tiveram suas concentracdes zeradas, como nervonico
(C24:0), lignocérico (C23:0), nanodecilico (C19:0), pentadecandico (C15:0), laurico
(C12:0) e undecilico (C11:0); a partir desse tempo foi quando houve uma queda bruta da
biomassa e uma desaceleracdo na producdo de biossurfactante que estava alta até entdo,
como observado na Figura 5 e nos dados da Tabela 4. Restou-se apenas 4,8 g/L de fonte
de carbono nesse periodo no experimento.

Em 96 h, houve o esgotamento de todos os &cidos graxos de cadeia média
saturado, como 4&cido undecilico (C11:0), laurico (C12:0), miristico (C14:0) e
pentadecandcio (C15:0); implicando em um aumento consideravel de ramnolipidios no
experimento, mesmo com uma diminui¢cdo da biomassa. Enquanto que, em 120 h, os
acidos graxos de cadeia muito longa saturado, como behénico (C22:0) e heneicosanoico

(C21:0), foram esgotados também, implicando em uma recuperacdo significativa da
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biomassa. A formacdo da biomembrana das células envolve, normalmente, acidos graxos
de 16 e 18 carbono (MORAN, 2013), o que pode ter acontecido na reta final do
experimento (120 h), onde a biomassa voltou a crescer com o consumo de acidos graxos
muito longos.

Os &cidos graxos de maiores concentragdes, como acido linoleico (C18:2) e oleico
(C18:1) tinham perdido metade da sua concentracdo em 24 h, e em 96 h eles j& estavam
abaixo de 1 g/L. Ao final da fermentacdo (120 h), sobrou apenas os acidos palmitico
(C16:0), linoleico (C18:2), oleico (C18:1) e estearico (C18:0). Os antioxidantes podem
ter protegidos esses 0leos da oxidagéo.

A figura 8 representa os dados obtidos através do processamento da amostra que

utilizou 6leo de buriti como fonte de carbono.

Figura 8 — Biomassa, consumo de 6leo e producdo de ramnolipidios em diferentes
tempos empregando-se 6leo de buriti como fonte de carbono (100 g/L) para cepa 2Al
LBI. Condigdes: 37°C, 200 rpm e 120 horas de fermentagé&o.
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*A, B e C representam mudanca significativa (p>0,05) de cada valor de amostra, através do teste de Tukey.
Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

O oleo de buriti apresentou um aumento na producao de ramnolipidios interrupto
até 96 h, ao mesmo tempo em que a biomassa cresceu e se estabilizou até 96 h, quando
houve uma queda acentuada na biossintese, que possivelmente implicou na diminui¢ao
da producdo do biossurfactante em 120 h. Em 24 h, o consumo do 6leo foi direcionado

para formacdo de estruturas primarias, como a biomassa, uma vez que apresentou rapido
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crescimento celular com 4g/L, o maior de todo presente trabalho, jaem 48 h e 72 h, esse
fator de estabilizou, e a produgdo de biossurfactante obteve maiores proporgoes,
alcancando o apice em 96 h.

Vale ressaltar que, tanto a producdo de ramnolipidios utilizando 6leo de buriti
quanto utilizando 6leo de acai, apresentaram similaridades; ambas alcangam sua maxima
producdo na faixa de 72 h a 96 h de experimento, e a partir disso é observado uma
diminuicédo na sintese.

A tabela 6 apresenta os fatores de conversdo produto/biomassa; produto/fonte de
carbono e producdo de mono e di-ramnolipidio; da amostra se utilizou de dleo de buriti

como fonte de carbono.

Tabela 6: Fator de conversao de produto com biomassa e fonte de carbono, concentracéo
dos homélogos mono e di ramnolipidios durante a fermentacdo com éleo de buriti.
Tempo (h) Produto/Biomassa Produto/Fonte Mono-RL (g/L) Di-RI (g/L)

(9/9) de carbono
(9/9)
0 0 0 0 0
24 0,068 0,007 0,08 0,21
48 1,439 0,043 0,95 0,88
72 -2,700 0,023 1,14 0,97
96 -0,224 0,059 1,35 1,19
120 -1,491 -0,631 0,90 0,82

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Seguindo 0 mesmo comportamento que o 6leo de agai, a primeira 24 h apresentou
uma produgdo de di-ramnolipidio maior que o mono-ramnolipidio, diferente do
observado com o 6leo de andiroba, para depois perder espaco para 0 mono-ramno. Vale
destacar o fator produto/biomassa de 48 h, onde a producéo de biossurfactante alcangou
uma proporgao maior que o de biomassa, mesmo com ambas apresentando aumento nesse
periodo. Os valores negativos desse fator se devem ao comportamento diferente que cada
componente adquiriu no meio do experimento, enquanto um o componente aumenta, no
outro o componente diminuia.

A tabela 7 demonstra todos os acidos graxos obtidos na analise GC-MS do 6leo
de buriti.
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Tabela 7: Composicdo de acidos graxos presentes no 6leo de buriti a partir de analise
GC-MS.

Simbologia Acido Graxo Formula Concentragéo
molecular (%)
C8:0 Caprilico (octanoico) CsHi1602 4
C11.0 Undecilico (Undecandico) C11H220- 2,9
C12:.0 Laurico (dodecandico) C12H240- 2,8
C13.0 Tridecandico C13H2602 1,3
C14.0 Miristico (tetradecandico) C14H280> 1,3
Cl6:1 Palmitoleico (9-hexadecendico) C1sH300> 0,3
C16:0 Palmitico (hexadecandico) C16H3202 21
C17:0 Margarico (heptadecandico) C17H3402 1,4
C18:2 Linoleico (9,12-octadecadiendico) C1gH320> 5,9
ci18:1 Oléico (9-octadecendico) C1sH340- 36,7
C18.0 Estearico (octadecandico) C1sH360> 91
C19:.0 Nanodecilico (nonadecandico) C19H380> 0,8
C20:4 Araquiddnico (eisosatetrandico) C2oH320- 11
C20:3 Eicosatriendico C2oH340- 1,7
C20:2 Eicosadiendico (11,14-eicosadiendico) C2oH360> 1,8
C20:1 Gadoleico (11-eicosendico) C2oH380> 1
C21:.0 Heneicosanoico C21H420> 3,3
C22:.0 Behénico (docosandico) C2oH4405 3,3

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Como observado no mapeamento de acidos graxos do 6leo de andiroba, o acido
graxo oleico foi 0 que apresentou maior concentracao, seguido do &cido palmitico, dados
semelhantes aos encontrados na literatura (MARTINS et al., 2016), porém com valores
de concentracdo diferentes.

Outra diferenca importante € a alta presenca de acidos graxos poli-insaturados no
6leo de buriti, como os derivados do &cido araquidico (C20:0) que apresentaram até 4
insaturagdes na cadeia carbonica. Além disso, ndo foi detectado nenhuma concentragao
do &cido linolénico (C18:3), e no trabalho de Martins (2016) ndo foi observado nenhum
acido graxo com cadeia superior a 18 carbonos.

A figura 8 exemplifica 0 consumo de acidos graxos ao longo do tempo de

fermentagdo que utilizou 6leo de buriti como fonte de carbono.
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Figura 9 — Consumo dos acidos graxos presentes no 6leo de buriti durante a
biotransformacao de ramnolipidios, utilizando Pseudomonas aerugionosa LBI 2A1 em
120h de experimento.
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Nas primeiras 48 h, todos os &cidos tinham perdido metade da sua concentracgéo,
especificamente o acido palmitico (C16:0), oleico (C18:1) e estearico (C18:0), enquanto
0 araquidénico (C20:4) e gadoleico (C20:1) tiveram suas concentracdes zeradas.
Observando a Figura 7, em 48 h, a biomassa j& tinha alcancado 5,3 g/L e o ramnolipidio
1,8 g/L, valores altos em um curto espaco de tempo, restando apenas 22g/L de fonte de
carbono.

Entre 72 h e 96 h os &cidos graxos de cadeia curta e média saturados e cadeia
longa poli-insaturado foram consumidos, marcando o 4&pice da producdo de
biossurfactante no experimento (2,5 g/L), e entre 96 h e 120 h todos os de cadeia muito
longa saturados se esgotaram, demonstrando um crescimento consideravel na producao
de biomassa.

Em 96 h, a maioria dos acidos graxos presentes no oleo foram consumidos,
restando apenas o &cido palmitico (C16:0), margarico (C17:0), oleico (C18:1) e estearico
(C18:0). Os acidos de cadeia longa saturado e insaturado foram os ultimos a serem

consumidos, se devendo também a alta concentragdo destes frente aos demais acidos.
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Na analise de consumo de &cidos graxos do 6leo de buriti, € possivel observar o
consumo rapido dos acidos de cadeia muito longa poli-insaturado, como linoleico
(C18:2), araquidénico (C20:4), eicosatriendico (C20:3) e eicosadiendico (C20:2),
concomitante com os acidos de cadeia curta saturado, como caprilico (C8:0) e undecilico
(C11:0). Enquanto que os acidos de cadeia longa saturado perduraram por mais tempo,
como &cidos heneicosanoico (C21:0) e behénico (C22:0).

No estudo de Yoshimura (2022), utilizando 6leo de goiaba como fonte de carbono
para producdo de biossurfactante atraves da P. aeruginosa LBI 2A1, foi observado um
rapido consumo dos acidos graxos saturados de cadeia longa, comecando por C:20, C:18
e C:16, para depois ocorrer a metabolizagéo dos acidos graxos insaturados. Tais dados
diferem do observado no 6leo de buriti, onde houve rapido consumo dos &cidos graxos
de cadeia muito longa insaturado e cadeia média saturado, seguido dos acidos graxos de
cadeia muito longa saturado.

Na B-oxidacdo, os acidos graxos insaturados fornecem menos Acetil-CoA do que
os acidos saturados, diminuindo o saldo energético final; isso se deve ao fato de que, nos
insaturados e somente no ponto onde houver insaturacdo, é pulado a primeira etapa da
oxidacdo (formacdao da dupla ligacao entre o carbono alfa e beta), onde é fornecido uma
molécula de FADH>, o que vale, aproximadamente, 1,5 ATP. Quanto maior a cadeia
carbonica do &cido graxo, mais FADH,, NADH e Acetil-CoA é fornecido (MORAN,
2012).

A figura 10 representa os dados obtidos atraves do processamento da amostra que

utilizou 6leo de chia como fonte de carbono.
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Figura 10 — Biomassa, consumo de 6leo e producdo de ramnolipidios em diferentes
tempos empregando-se 6leo de chia como fonte de carbono (100 g/L) para cepa 2A1 LBI.
Condigoes: 37°c, 200 rpm e 120 horas de fermentagé&o.
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*A, B e C representam mudanga significativa (p>0,05) de cada valor de amostra, através do teste de Tukey.
Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

O experimento, usando 6leo de chia como fonte de carbono, apresentou algumas
peculiaridades, como por exemplo, a biomassa foi a Unica que se manteve constante por
todo o experimento desde as 48h, ficando na faixa entre 4,7 g/L a 5,1 g/L. Além disso, a
producdo do biossurfactante ficou constante entre 48 h e 72 h, para depois dobrar o valor
e ter sua maxima producdo em 120 h, com 3,56 g/L, o maior de todos experimentos
realizados no estudo.

Outro 6leo que alcangou valores préximos da producdo do ramnolipidio foi o de
andiroba; ambos os experimentos apresentaram aumento constante do biossurfactante ao
longo do tempo de analise, além da estabilidade na biomassa. Tanto o 6leo de andiroba
quanto de chia apresentam carotenoides e tocoferdis em sua composi¢do, o que garantiu
rendimento satisfatorio da biomassa, devido a acdo anti-oxidantes desses bioquimicos
(BITAR; ALCANTARA, 2014).

Dentre 0s 6leos apresentados, o 6leo de chia € o que apresenta maior concentracdo
de acidos insaturados, ou seja, possuem ligacdes duplas entre seus carbonos. Porém,
mesmo com o esgotamento de mais de 95% da fonte de carbono, ainda houve aumento
da produgdo de biossurfactante em 96 h e 120 h. A composicao do 6leo de chia conta com

notavel presencga de carboidratos, quase 10% do peso do 6leo (AFONSO, 2013), o que
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poderia explicar o alto rendimento do ramnolipidio no experimento, através do
direcionamento desse substrato para a sintese de &cidos graxos (FASII), mesmo com o
quase esgotamento da fonte lipidica (MORAN, 2013).

A tabela 8 apresenta os fatores de conversdo produto/biomassa; produto/fonte de
carbono e producdo de mono e di-ramnolipidio; da amostra se utilizou de 6leo de chia

como fonte de carbono.

Tabela 8: Fator de conversao de produto com biomassa e fonte de carbono, concentracédo
dos homélogos mono e di ramnolipidios durante a fermentacdo com éleo de chia.

Tempo (h) Produto/Biomassa Produto/Fonte  Mono-RL (g/L) Di-RI (g/L)

(9/9) de carbono
(9/9)
0 0 0 0 0
24 0,080 0,007 0,11 0,18
48 1,048 0,039 0,92 0,65
72 -0,063 0,001 0,85 0,75
96 2,197 0,630 1,70 1,35
120 -1,159 1,133 2,03 1,53

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Os congéneres de ramnolipidios repetiram o mesmo padrao observado nos demais
experimentos; em 24h o di-ramnolipidios se destaca, porém em 48h até o final do
experimento ocorre o predominio de mono-ramnolipio. Observando a razdo produto por
biomassa, € possivel reparar que, em 96 h, a producdo do bioproduto adquiriu
consideravel vantagem frente a biomassa; o mesmo destaque foi observado na razéo
produto por 6leo (fonte de carbono) nos tempos 96 h e 120 h, que é quando os valores
ficam acima de 0,5 g/g.

A tabela 9 demonstra todos os acidos graxos obtidos na analise GC-MS do 6leo

de chia.

Tabela 9: Composicdo de &cidos graxos presentes no 6leo de chia a partir de anélise GC-
MS.

Simbologia Acido Graxo Formula Concentracgao
molecular (g/L)
C8:0 Caprilico (octandico) CsH1602 3,2
C11.0 Undecilico (Undecandéico) C11H220, 2,4
C12.0 Laurico (dodecandico) C12H240- 2,3
C14.0 Miristico (tetradecandico) C14H280- 1
C15:.0 Pentadecanéico C15H300- 1
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C16:0 Palmitico (hexadecanoico) C16H3202 4,6

C17.0 Margarico (heptadecandico) C17H2402 1,2
c18:3 Linolénico (9,12,15-octadecatriendico) C1sH300> 18
c18:2 Linoleico (9,12-octadecadiendico) C1sH320- 32
ci18:1 Oléico (9-octadecendico) C1sH340- 15,2
C18:.0 Estearico (octadecandico) C1sH360> 6,4
C20:4 Araquiddnico (eisosatetrandico) C20H320- 0,9
C20:3 Eicosatriendico C2oH340- 14
C20:2 Eicosadiendico (11,14-eicosadiendico) C20H360> 1,6
C20:1 Gadoleico (11-eicosendico) C2oH380> 14
C21:.0 Heneicosanoico C21H420> 2,3
C22:.0 Behénico (docosandico) C2oH40> 3,6
C24:.0 Nervonico C24H450> 1,6

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

O oOleo de chia se destaca por apresentar alta quantidade de &cidos graxos
insaturados, especificamente derivados do acido estearico (C18:0), e isso foi observado
tanto na literatura (SOUZA et al., 2014) quanto na analise em GC-MS, porém os valores
de concentracdo foram diferentes; na literatura consta que o acido linolénico apresentaria
17,7 g/L, porém, no presente trabalho, foi de 18g/L. Entre os analisados, 0 que se destaca
é o acido linoleico (C18:2) com 32 g/L. Ambas analisadas apresentadas se utilizaram da
mesma metodologia.

A figura 10 exemplifica o consumo de &cidos graxos ao longo do tempo de

fermentacdo que utilizou 6leo de chia como fonte de carbono.
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Figura 11 — Consumo dos é&cidos graxos presentes no Oleo de chia durante a
biotransformacao de ramnolipidios, utilizando Pseudomonas aerugionosa LBI 2A1 em
120h de experimento.
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Nas primeiras 24 h houve um consumo acentuado dos &cidos graxos insaturados
derivados do &cido estearico (C18:0), como linolénico (C18:3), linoleico (C18:2) e oleico
(C18:1), e a extincado dos acidos nervonico (C24:0) e araquiddnico (C20:4), enquanto que
ndo houve consumo dos outros derivados insaturados do &cido araquidico (C20:0),
ocorrendo apenas depois de 48 h.

Em 72 h j& ocorre a extingdo dos acidos graxos abaixo de 16 carbonos, junto com
os acidos poli-insaturados de cadeia grande, como linolénico (C18:3) e eicosatriendico
(C20:3). Vale ressaltar que os acidos poli-insaturados de 18 carbonos eram os que
continham maiores concentracdes no 6leo de chia. Ap6s 96 h, restou apenas o acido
margarico (C17:0), linoleico (C18:2) e eicosadiendico (C20:2).

Entre 72 h e 96 h ndo havia &cido graxo com concentragdo maior que 2%, porém,
observando a Figura 9, foi quando houve um aumento na producéo de ramnolipidios que
se manteve até 120 h, implicando que, possivelmente, a producdo da biomolécula se
deveu a outros fatores além dos triglicerideos, ndo se utilizando mais da B-oxidacao; é

possivel observar isso na Tabela 8, onde em 120 h o fator produto/fonte de carbono
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alcancou 1,1 g/g, pois a biossintese se manteve alta e o consumo da fonte de carbono foi
baixa.

A oxidacdo dos acidos graxos insaturados prove menos energia do que a oxidagdo
dos &cidos graxos saturados, como ja mencionado, junto com o fato do 6leo de buriti
possuir propriedades antimicrobianas, poderia justificar a baixa producdo de biomassa,
que ainda se manteve constante, devido as propriedades anti-oxidantes da fonte. A
produgdo de ramnolipidios ainda ficou a cargo da B-oxidacdo, porém vale mencionar o
papel da sintese de acidos graxos para a produc¢do, uma vez que o 6leo e buriti também é
rico em carboidratos que podem ser convertidos em substratos para via FASII, como
Citrato, Acetil-CoA e Malonil-CoA.

Na tabela 10 é possivel ver o resumo dos principais dados de biomassa, producdo

de biossurfactante (com seus respectivos homélogos) e consumo de 6leo (6leo residual).

Tabela 10: Resumo dos dados referentes aos quatro Oleos estudados, nos melhores
tempos respectivos.

Acai Andiroba Buriti Chia
Biomassa g/L (72h) 4,92 6 5,23 4,44
Ramnolipidio g/L (96h) 2,14 3 2,54 3
Mono-RL g/L 1,15 1,84 1,35 1,7
Di-RI gh/L 0,99 1,25 1,19 1,35
Oleo Residual g/L (24h) 17,1 57 421 39

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

4.2 Caracterizacdo das espécies homologas de ramnolipidios por
espectrometria de massas

A andlise da composicdo dos ramnolipidios obtidos pelo 6leo de andiroba, chia,
acai e buriti, por LC-MS, podem ser observada na tabela 11. No total foram encontrados
24 homologos para o 6leo de agai, 29 para o 6leo de andiroba, 25 para o 6leo de buriti e
26 para o Oleo de chia. Porém, alguns desses exemplares foram desconsiderados, devido
a auséncia de informacGes sobre a razdo massa/carga (m/z) que constam na literatura
(ABDEL-MAWGOUD, 2011b), principal meio para discussdo dos resultados desse
topico, 0 que torna necessario mais estudo para a modulacéo dessas moléculas. No final,
foram descartados 7 do OA, 13 do ON, 10 do OB e 11 do OC.
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Tabela 11: Composicdo elementar das espécies homologas encontradas no ramnolipidios
produzido por P. aeruginosa LBI 2A1 utilizando 6leo de agai, andiroba, chia ou buriti como fonte

de carbono.
N° Composicédo Elementar II\E/IScflreli:tl:JI;?’ m/z (£1) ret-g zrgégo(gﬁn) Oleo
Mono-ramnolipidio
I Rha-C8:2 C14H2207 301.32 16:40 OA-ON-0OB-0OC
I Rha-C8 C14H2607 305 26.25 OA-ON-OB-0OC
I Rha-C10 C16H3007 332 08:40 OA
v Rha-C12:2 C1gH3007 357 13:40 OA-ON-OB-0OC
\Y% Rha-C12 C18H3407 360 10:70 OA
A\ Rha-C14:2 Ca0H3407 385 15:50 OA-ON-OB-0OC
VII Rha-C10:1-C8* C24H4209 475.6 10:30 OA-ON-OB-0OC
Vil Rha-C10-C10 Ca6H1809 503.65 12:30 OA-ON-OB-0C
Rha-C10-C10
IX Rha-C8-C12 Ca26H4g09 505.58 12:35 OA-ON-0OB-0OC
Rha-C12-C8
X Rha-C10-C12:1* Ca2sHz5009 529 13:55 OA-ON-0OB-0OC
Xl Rha-C10-C12* CagHs209 531.71 14:45 OA-ON-OB-OC
XII Rha-C10-C14:L CaHs:0s | 559.76 16:53 OA-ON-OB-0C
Rha-C12-C12:1
Di-ramnolipidio
X1 Rha-Rha-C8-C8 Ca2sHs50013 595 07:50 OA-ON-OB-0OC
XV Rha-Rha-C8-C10* CsoHs54013 621.74 09:60 OA-ON-OB-0OC
XV Rha-Rha-C10-C10 Cs2Hs6013 649.79 11:35 OA-ON-OB-0OC
XVI Rha-Rha-C10-C10-CH3 | Cs3HsoO13 663.82 10:75 OA
XVII Rha-Rha-C10-C12:1* Cs4Hs0013 675.83 12:50 OA-OB-0OC
XVIII Rha-Rha-C10-C12* Cs4H62013 677.84 13:30 ON-OB-0OC
Rha-Rha-C10-14:1
XIX Rha-Rha-C12-C12:1 CasHes013 705.9 10:40 ON
Rha-Rha-C12:1-C12

* OA: Oleo de acai; ON: Oleo de andiroba; OB: Oleo de buriti; OC: Oleo de chia.
“*” indica a possibilidade de a parte hidrofobica estar invertida,

* Homologos de ramnolipidios com

exemplo: C10:C8 ou C8:C10.

* Homologos de ramnolipidios ocupando a mesma linha e coluna indicam que uma mesma razdo M/Z pode

representar mais de uma molécula.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Em todas as amostras, 0 nimero de homdlogos de mono-ramnolipidios foi maior

do que de di-ramnolipidios, algo que ja podia ser suposto através dos dados nas tabelas
2, 6 e 8, devido a maior concentracdo observada. Na tabela 4, consta que a concentracao

de di-ramnolipidios foi maior em todos os tempos usando 0leo de andiroba como fonte
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de carbono, ndo se podendo afirmar que a diversidade de homologos foi menor do que de
mono, uma vez que foi a amostra com mais exemplares indeferidos.

Os ramnolipidios derivados do 6leo de acai foram os que apresentaram maior
diversidade; apenas 2 dos 19 homologos observados ndo foram produzidos por essa fonte,
além de apresentar 3 espécies Unicas da sua composicao: 11, V e XVI. Nesse sentido, outro
que apresentou exemplar unico foi a fonte de andiroba, com o tipo XIX. Ainda assim,
mesmo considerando os tipos preterido, ndo houve uma grande distingdo de homologos
de uma amostra para outra, algo ja observado no trabalho de Salazar-Bryam (2016).

A partir da tabela 11, é possivel refletir que os acidos insaturados tiveram papel
fundamental na composicdo, através das espécies: I, IV, VI, VII, X, XII, XVII e XIX.
Excluindo os dois altimos, todos os tipos estiveram presentes em todas as amostras
derivadas dos 6leos estudados, com uma ou duas insatura¢fes na cadeia carbénica. Vale
destacar também o papel dos acidos de cadeia curta, especificamente dos abaixo de 14
carbono.

A formagdo das biomembranas, normalmente, envolve acidos graxos entre 16 e
18 carbonos (MORAN, 2013), algo que corresponde ao observado no trabalho,
especificamente nos experimentos com 6leo de andiroba e buriti, enquanto que o0 consumo
de &cidos graxos menores de 15 carbonos afetava diretamente a producdo de
ramnolipidios, o que corresponde com o observado na andlise dos homologos, onde a
maior diversidade era de cadeias carb6nicas médias.

Comparando a composi¢do de ramnolipidios presentes no trabalho de Yoshimura
(2022), é nitido a diferenca entre os homologos encontrados, pois, no trabalho da autora,
0s homologos encontrados possuiam poucas insaturacbes, mesmo quando a fonte de
carbono foi um dleo. Tal fato se deve, principalmente, devido ao 6leo do referido estudo
ser composto majoritariamente por acidos graxos saturados. Como mencionado no
trabalho de Mata-Sandoval et al. (1999), a composicéo e propor¢do dos homélogos de

biossurfactante se baseia na cepa, meio de cultura e condigdes de cultivo.
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5. Concluséo

A fermentacdo utilizando 6leos nativos se demonstrou satisfatorio, no sentido de
producdo de ramnolipidios e biomassa. Em todos os experimentos, a producdo de
ramnolipidio alcancou valores acima de 2,5 g/L, e biomassa acima de 4 g/L. Em termos
de maiores concentracdes, o 6leo de andiroba alcangou a maior biomassa, 6 g/L em 72h,
enquanto que de ramnolipidios, o éleo de chia chegou em 3,5 g/L em 120h. Em 72 h foi
quando o apice da biomassa foi atingido de 3 dos 4 6leos estudados (acai, andiroba e
buriti).

Tanto o 6leo de andiroba quanto de chia possuiram os melhores rendimentos de
biomassa e ramnolipidios em todos os tempos, com biomassa estavel e produgdo
crescente de ramnolipidios ao longo de todo tempo de experimento. Ambas apresentam
propriedades anti-oxidantes em suas composi¢cdes, 0 que certamente contribuiu para o
bom desempenho e similaridade entre eles.

A producdo de ramnolipidios seguiu um padrdo em seus homélogos; em 24 h o
di-ramnolipio se destacava na composicdo, porém, ele era logo substituido pelo mono-
ramnolipidio; o Unico 6leo que ndo seguiu esse padrao foi o de andiroba, cuja producao
de di-ramnolipidio foi alta o tempo todo.

Com relacdo as comparacdes entre os acidos graxos listados na literatura com os
obtidos na analise GC-MS do presente trabalho, houve diferenca em um ou dois aspectos,
por exemplo, nenhum dado obteve as mesmas concentracfes do que as listadas em
artigos, e em muitos casos nao havia a mencdo a diversos tipos de &cidos graxos
encontrados no trabalho, especificamente os de cadeia curta, média e os poli-insaturados,
mesmao de autores que se utilizaram da mesma metodologia. O mais similar foi a listagem
de quais acidos deveriam estar em mais abundancia.

Referente ao consumo de &cidos graxos ao longo do experimento ndo houve um
padrdo para os quatro 6leos, e sim semelhancas na velocidade e preferéncia do tipo de
acido graxo consumido. Em 48 h foi quando houve o maior consumo de todos os acidos
graxos do o6leo de acai e buriti, porém isso foi diferente do 6leo de andiroba e chia, onde,
especificamente, o maior consumo foi em 24 h e 72 h. Ao final dos quatro experimentos,
restaram apenas alguns &cidos que iam do C16:0 ao C20:0, com no maximo duas
insaturacdes no acido estearico (C18:0) ou Araquidico (C20:0).

Ainda sobre o consumo, foi observado em mais de um tipo de 6leo que, o
esgotamento dos acidos graxos menores que 15 carbonos e maiores de 20 carbonos

insaturados eram acompanhados do aumento na producao de ramnolipidios, enquanto que
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a extincao dos acidos graxos entre 15 e 24 carbonos saturados aumentavam a producédo
da biomassa.

Os homologos encontrados na andlise LC-MS fazem jus a maioria dos acidos
graxos consumidos dos Oleos no experimento, pois a grande maioria apresentou
insaturacOes e cadeia média, o0 que reforca a ideia de os acidos graxos de cadeia media
estarem sendo responséaveis pela produgdo do biossurfactante, enquanto os &cidos graxos
de cadeia muito longa formam produtos primérios, como a biomembrana das células.

A diversidade de homdlogos de ramnolipidios entre as amostras foi baixa, com
excecdo do Oleo de acai e andiroba. Cada amostra apresentou mais de 20 tipos de
homologos, porém quase 1 terco de todas as amostras ndo foi considerado, devido a
auséncia de informagdes literarias sobre. Mesmo os homdlogos que foram preservados,
se fazem necessario uma melhor analise para comprovacao real das moléculas, além dos

dados literarios.
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