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MELLO, Ana Paula Queiroz. Producao direcionada de di-ramnolipideo por
cultivos de Pseudomonas aeruginosa PAO1 e desenvolvimento de processo
de purificacdo para obtencdo de um uUnico congénere. 2019. 65 f. Dissertacéo
(Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2019.

RESUMO

Ramnolipideos (RL) sdo biossurfactantes constituidos por uma ou duas moléculas
de ramnose polar, respectivamente mono e di-ramnolipideo, ligada a acidos graxos
B-hidroxilados, apolares, estrutura anfipatica que lhes confere excelente propriedade
tensoativa, detergente e emulsificante. S&o produzidos por bactérias Pseudomas
aeruginosa numa mistura heterogénea contendo diversos congéneres de mono e di-
ramnolipideo. O principal congénere produzido, Di-RL Rha,;C10C;o apresenta acao
antibacteriana, antifingica e cicatrizante, sendo atrativo para o desenvolvimento de
produtos farmacoldgicos. Sabe-se que sua estrutura quimica esta intimamente
relacionada a atividade bioldgica, assim, a obtencdo do Rha,C,0C;o de forma isolada
€ de suma importancia para garantir sua acdo e potencial terapéutico. Contudo, a
recuperacdo dessa biomolécula isolada ainda é um desafio, pois o0 processo de
purificacdo de alto custo dificulta sua recuperacao e aplicacdo. Nesse contexto, 0
presente trabalho objetiva a producdo direcionada de di-ramnolipideos a partir de
cultivo em fermentacdo submersa de P. aeruginosa e desenvolvimento de processo
viavel e eficaz para purificacdo de um unico congénere de interesse, Rha;C10C10. A
producdo de RL foi realizada por cultivo submerso de P. aeruginosa PAO1 em meio
de sais (MSM) em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 125 mL de meio de
cultivo incubados por 9 dias, 37 °C e 200 rpm. Em seguida, realizou-se a extracéo
liquido-liquido por cloroférmio/metanol para obtengéo do extrato bruto concentrado,
sendo obtidos 4,28 gramas do extrato bruto de RL por litro de meio cultivado. Para o
processo de purificacdo, visando a recuperacdo do congénere Rha,C;10Cio foram
realizadas: (1) cromatografia liquida de alta eficiéncia preparativa (CLAEP); (2)
cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP); (3) cromatografia flash; e (4)
separacdo por cartucho de silica. A confirmacdo da presenca de apenas um
composto na amostra recuperada foi realizada por ressonéancia magnética nuclear
de hidrogénio (*H RMN). As purificacdes por CLAEP, CCDP e flash foram ineficazes
devido a presenca de contaminantes no composto final, além de apresentarem
maior dificuldade para realizagdo e consumo elevado de solventes . Por outro lado, a
separacdo com cartucho de silica confeccionado em laboratério apresentou alto
rendimento, eficacia para a obtencdo do Di-RL Rha,C;0Cyo isolado e consumo
reduzido de solventes. Ao final, foram recuperados 247 mg da biomolécula isolada
com grau de pureza de 82%. O método apresentou vantagens de simples execucao,
nao oneroso e reduzido consumo de solventes organicos. Conclui-se que 0 processo
de purificacdo desenvolvido com cartucho de silica para obtengdo do congénere
Rha,Cy10Cyo foi realizado com éxito, sendo uma potencial alternativa para
recuperacgédo e aplicagdo da biomolécula em produtos farmacologicos.

Palavras-chave: Pseudomonas aeruginosa. Ramnolipideos. Di-Ramnolipideo.
Processo de purificacdo. Potencial farmacologico.



MELLO, Ana Paula Queiroz. Directed production of di-rhamnolipid by cultivation
of Pseudomonas aeruginosa PAO1 and development of purification process to
obtain a single congener. 2019. 65 p. Dissertation (Master's degree in
Pharmaceutical Sciences) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2019.

ABSTRACT

Rhamnolipids (RL) are biosurfactants composed of one or two molecules of
rhamnose polar, respectively mono and di-rhamnolipid, linked to B-hydroxylated fatty
acids, nonpolar, an amphipathic structure that gives them excellent tensioactive,
detergent and emulsifier properties. They are produced by bacteria Pseudomas
aeruginosa in a heterogeneous mixture containing several congeners of mono and
di-rhamnolipids. The main congener produced, Di-RL RhayC;0Cio acts as
antibacterial, antifungal and cicatrizing, being attractive for the development of
pharmacological products. It is known that their chemical structure is closely related
to the biological activity, thus obtaining Rha,C1,Ciyo isolated is very important to
ensure their action and therapeutic potential. However, recovery this biomolecule
isolated is still a challenge because the high cost of downstream process makes
production and application too difficult. In this context, the present work aims a
directed production of di-rhamnolipids by submerged fermentative crops of P.
aeruginosa and the development of a viable and efficient purification process for
single congener of interest, Rha,C,0C10. The RL production was performed by
cultivation of P. aeruginosa PAO 1 in 250 mL Erlenmeyer flasks containing 125 mL of
salt medium (MSM) incubated for 9 days under 37 °C and 200 rpm. Then, the liquid-
liquid extraction was carried out by chloroform/methanol to obtain the crude
concentrate extract, 4,28 grams of crude RL extract was obtained per liter of culture
medium. To purification process to recovery Rha,C,0Ci0 were carried out: (1)
preparative high performance liquid chromatography (PHPLC); (2) preparative thin
layer chromatography (PTLC); (3) flash chromatography; and (4) separation by silica
cartridge. The presence of only one compound in the recovered sample was
confirmed by hydrogen nuclear magnetic resonance (NMR). Purifications by PHPLC,
PTLC and flash chromatography were ineffective due to the presence of
contaminants in final compound besides presents more difficult to perform and high
consumption of solvents. On the other hand, the separation with a silica cartridge
made in the laboratory presented high yield and efficacy to obtain Di-RL Rha,C10C10
isolated and reduced solvents consumption. At the end, were recovery 247 mg of
isolated biomolecule with a purity of 82%. The method presented advantages of
simple execution, not costly and with greater solvent economy. In conclusion, the
purification process developed with silica cartridge to obtain a single congener
Rha,C10C10 was successful, being a potential alternative for recovery and application
of biomolecule in pharmacological products.

Key words: Pseudomonas aeruginosa. Rhamnolipids. Di-rhamnolipid. Purification
process. Pharmacological potential.
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1 INTRODUCAO

Surfactantes sdo moléculas anfipaticas que apresentam em sua estrutura
guimica regido hidrofilica (cabeca polar) e hidrofébica (cauda apolar). A interacéo da
molécula surfactante com solvente resulta na reducdo da tensdo superficial,
conferindo a essas substancias caracteristicas valorizadas pela industria como
agente emulsificador, detergente e dispersante (BRUMANO et al., 2016; LIU et al.,
2016; NITSCHKE; PASTORE, 2002; VARJANI; UPASANI, 2017). Nesse contexto,
os biossurfactantes compartilham das caracteristicas citadas, porém, com vantagens
gue os tornam foco de pesquisas em inovacdo como producdo sustentavel, baixa
toxicidade, maior atividade superficial e interfacial, biodegradabilidade e maior
estabilidade, pois suportam alteragcbes nas condicdes de pH e temperatura sem
sofrer degradacédo (DIAS; FELIPE, 2017; JOY et al., 2017; NITSCHKE; PASTORE,
2002).

Essas biomoléculas produzidas por diferentes micro-organismos (BANAT et
al., 2010; NITSCHKE; PASTORE, 2002; VARJANI; UPASANI, 2017) constituem um
grupo heterogéneo e diversificado com destaque para ramnolipideos (RL): composto
de baixo peso molecular que apresenta uma ou duas moléculas de ramnose
(agucar/polar) ligadas a acidos graxos [(-hidroxilados, sendo assim, classificados
como glicolipideos. Essa classe de biossurfactante é produzida, principalmente, por
bactérias Pseudomonas aeruginosa de forma heterogénea (WADEKAR et al., 2012).

Dentre as diversas propriedades dos RL evidenciadas na literatura como
antimicrobiana, antifingica e como emulsificante em produtos healthcare. Destaca-
se potencial da atividade biolégica dos Di-RL devido a maior presenca de grupos
polares que resulta em maior interacdo (RODRIGUES et al., 2017), sendo relatado
gue mesmo entre homélogos qualquer alteracdo na estrutura quimica tem efeito no
potencial terapéutico da biomolécula (RIKALOVIC et al., 2014), o que torna
necessario o desenvolvimento de metodologias para o isolamento de um Unico
congénere.

Ha evidéncias de intensa atividade inibitéria de Di-RL contra fungos,
patogenos de planta e acdo citotdxica contra células cancerigenas. Além disso,
para tratamentos terapéuticos em que este auxilia no fechamento (processo
cicatrizante) de feridas na pele, como também, na inibicdo da formacao de cicatrizes
fibréticas (queloides) ( SHEN et al., 2016; STIPCEVIC et al.,, 2006; TAWFEEEQ;
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YESSER, 2018). Assim, dentre a gama de homoélogos produzidos ha grande
interesse pela producéo e obtencdo de Di-RL de forma isolada.

A purificacdo da biomolécula di-ramnolipidica ainda € a etapa de maior custo
(SHEN et al., 2016), tornando sua utilizacdo um desafio para o setor farmacologico
que requer o principio ativo puro (JADHAV et al.,, 2018). Dessa forma, diversos
estudos se atentam para a otimizagcdo do cultivo, visando maior rendimento, alta
producdo e recuperacdo do ramnolipideo (ARREBOLA et al., 2010; DHANARAJAN
et al., 2016; JADHAV et al., 2018). Nesse contexto, o presente trabalho objetiva a
producdo direcionada de di-ramnolipideos a partir do cultivo submerso de
Pseudomonas aeruginosa PAO 1 e desenvolvimento de processo de purificacdo

eficiente e viavel para obtencéo do congénere Rha,C1oCio.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Producdo direcionada de di-ramnolipideos por cultivos submersos de
Pseudomonas aeruginosa PAQOL, extracdo e desenvolvimento de processo eficiente

e viavel para purificacdo do congénere unico de di-ramnolipideo Rha,C10C1o.
2.2 Objetivos Especificos

e Realizar cultivo de Pseudomonas aeruginosa PAOl em fermentacao
submersa, visando maior producéo de di-ramnolipideos;

¢ Realizar processo de extracao liquido-liquido e quantificacdo de RL;

e Comparar diferentes técnicas para recuperacao de Di-RL obtido por cultivos
submersos de Pseudomonas aeruginosa PAO1;

e Padronizar metodologias de producdo e purificagdo de congénere Unico de
Di-RL obtido por cultivos submersos de Pseudomonas aeruginosa PAO1,

e Identificar e caracterizar congénere isolado por Cromatografia em Camada
Delgada (CCD) analitica e Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio (*H
RMN).
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Surfactantes

Surfactantes sdo moléculas anfipaticas, ou seja, apresentam em sua estrutura
quimica regido hidrofilica e hidrofébica. A primeira, com caracteristica polar, sendo
ibnica (anibnica ou catidnica), ndo idnica ou anfotérica, enquanto a regido apolar é
constituida por cadeia hidrocarbonada. Essa constituicdo quimica faz dos
surfactantes importantes agentes capazes de reduzir as tensfes superficiais e
interfaciais entre fluidos imisciveis ou entre fluido e um solido. A figura 1 ilustra a
reducdo da tensado superficial na gota de agua devido a interacdo do solvente com
surfactante. Isso ocorre, pois a presenca das moléculas surfactantes diminui a forca
de coesdo entre as moléculas do solvente localizadas na superficie, reduzindo a
tensdo superficial. Essa interacdo confere, a esses compostos, propriedades de
grande utilidade para o setor industrial como acdo detergente, emulsificante e
dispersante (BRUMANO et al., 2016; LIU et al., 2016; NITSCHKE; PASTORE, 2002;
VARJANI; UPASANI, 2017).

As moléculas de surfactante tipicamente constituidas de cabeca polar e cauda
apolar sdo caracterizadas pela formacdo de agregados moleculares, as chamadas
micelas (Figura 2). A concentracdo na qual se inicia o processo de formacgao de
micelas é denominada de concentracdo micelar critica (CMC). A CMC é uma
propriedade intrinseca e caracteristica de cada surfactante, sendo que a adi¢do de
mais moléculas surfactantes apés atingir a saturacdo nao influenciara a tensao
superficial (DIAS; FELIPE, 2017).
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Figura 1. (A) Gota de 4gua em superficie hidrofobica. (B) Adicdo de moléculas
surfactantes ao sistema: aumento da area de contato entre agua e superficie
hidrofobica e reducédo da tenséo superficial

- :. @
. @ ‘e @ g ® . . . . . . o
L, I gl™ v"_v‘-'.‘
!. !' ,..'..- _.4'5.' \.- . . .f
. Mclécula de agua * Forgas de atragao \/WV\ Molécula de surfactante Superficie hidrofobica

Fonte: Adaptado de DIAS; FELIPE, 2017

Figura 2. Organizacao micelar das moléculas de surfactante no interior de
fase polar (A) e no interior da fase apolar (B)

A B
Cabega
Cauda
Surfactante
Meio polar Meio apolar

Fonte: Adaptado de DIAS; FELIPE, 2017

3.2 Biossurfactantes

Biossurfactantes sdo biomoléculas produzidas por diferentes micro-
organismos como bactérias, fungos filamentosos e leveduras (BANAT et al., 2010;
NITSCHKE; PASTORE, 2002; VARJANI; UPASANI, 2017). Constituem um grupo
heterogéneo e diversificado, sendo classificado de acordo com sua natureza
bioquimica. Primeiramente, sédo divididos em dois grupos principais de acordo com o
peso molecular, sendo este baixo ou alto. Os biossurfactantes que apresentam baixo
peso molecular subdividem-se em: glicolipideos, lipoproteinas (ou lipopeptideos) e

fosfolipideos. Enquanto os de alto peso molecular, denominados bioemulsificantes,
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sdo representados pelos lipopolissacarideos complexados a proteinas e
polissacarideos (JOY et al., 2017).

Semelhante aos surfactantes de origem quimica, 0s biossurfactantes
apresentam natureza anfipatica, ou seja, possuem em sua estrutura quimica uma
regido hidrofilica constituida de aminoé&cidos, peptideos, proteinas, mono, di ou
polissacarideos, ligada a uma porcdo hidrofébica formada por uma cadeia
hidrocarbonada de &cidos graxos ou alcoois graxos, saturados, insaturados,
hidroxilados ou ramificados (BAFGHI; LOVAGLIO et al., 2015; FAZAELIPOOR,
2012; JOY etal., 2017; RIKALOVIC et al., 2012).

De acordo com o Centro de Gestdo e Estudos Estratégicos (CGEE), a
“quimica verde, quimica ambiental ou quimica para o desenvolvimento sustentavel é
campo emergente que tem como objetivo conduzir acdes cientificas e/ou processos
industriais ecologicamente corretos”. Assim, a produ¢cdo de inumeros produtos
através do desenvolvimento de bioprocessos foi estimulada, tornando-se uma opc¢éo
para os produtos tradicionalmente comercializados (CGEE, 2010b). Nesse contexto,
a producdo e utilizacdo de surfactantes naturais ou biossurfactantes como
alternativa aos sintéticos tem sido estimulada ndo s6 pela sustentabilidade, mas
também pelas diversas vantagens desses biocompostos sobre os de origem
sintética (DIAS; FELIPE, 2017; NITSCHKE; PASTORE, 2002).

Dentre as principais vantagens dessas biomoléculas destacam-se: (1) maior
atividade superficial e interfacial, consequentemente, menores concentracdes de
biossurfactante sdo necessarias para diminuir a tens@o superficial quando
comparado ao surfactante sintético, sendo mais potentes que este Ultimo; (2)
biodegradabilidade, pois biossurfactantes sdo obtidos de fonte renovavel e séo
facilmente utilizados por micro-organismos como substrato; (3) estabilidade em forca
ibnica alta, os surfactantes sintéticos séo estaveis entre 2 a 3% (m/v) de sais, ja os
biossurfactantes sdo estaveis até concentracdes salinas de 10% (m/v); (4) utilizacdo
de substratos alternativos na producdo por via fermentativa, pois esses
biocompostos podem ser produzidos a partir de substratos renovaveis e residuos
agroindustriais. Além disso, baixa toxicidade apresentada pelos biossurfactantes
garante menor probabilidade de provocar reacbes alérgicas, tornando-os mais
seguros para serem utilizados em cosmeéticos, alimentos e no desenvolvimento de
produtos farmacéuticos (DIAS; FELIPE, 2017; JOY; RHAMAN; SHARMA, 2017).
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Sua utilizagédo na confeccdo de produtos farmacoldgicos torna-se ainda mais
interessante, pois além da baixa toxicidade, as biomoléculas apresentam efetividade
em condi¢cdes diversas como numa ampla faixa de temperatura e de pH, néo
degradam facilmente, garantindo sua propriedade ativa (fung¢éo) no corpo humano, o
que viabiliza seu uso em formulagcdes. No entanto, ainda h&a diversos desafios a
serem superados e etapas a serem otimizadas para que esses biocompostos sejam
produzidos e comercializados de forma economicamente viavel.

A principal desvantagem dos biossurfactantes € o custo, estima-se até 50
vezes maior quando comparados aos sintéticos. Também podem ser citadas
desvantagens quanto ao bioprocesso como a producdo de espuma, baixa
produtividade dos micro-organismos utilizados, dentre outras complexidades
presentes no processo produtivo celular que ndo aparecem no processo quimico
(SAHARAN; SAHU; SHARMA, 2011; WINTERBURN; MARTIN, 2012).

Dentre a gama de biossurfactantes sintetizados por diferentes micro-
organismos como mostrado na tabela 1, destaca-se como classe mais estudada os
glicolipideos representados pelos ramnolipideos, trealopideos, soforolipideos e
lipideos de manosil eritritol (JADHAV et al, 2018; JOY et al, 2017,
KRONEMBERGER, 2007; LOVAGLIO et al., 2015).

O arranjo estrutural dessas biomoléculas esta diretamente relacionado as
atividades tensoativas, como a reducdo da tensdo superficial entre diferentes
sistemas e capacidade de formar emulsGes. Gracas ao seu potencial ha crescente
interesse em explorar as atividades biomédicas desses compostos, como
propriedades antivirais, antimicrobianas, antifngicas e anticancerigenas (BANAT et
al., 2016).

O processo de purificacdo do biossurfactante esta entre os principais desafios
a serem superados para tornar sua producédo e utilizacdo viaveis. Sabe-se que para
obtencdo da biomolécula pura sdo necessérias varias etapas o que resulta numa
baixa recuperacdo do biocomposto e maiores quantidades de efluentes,
encarecendo sua purificacdo. E de suma importancia o desenvolvimento de
processos que viabilizem a purificagdo e obtencdo isolada do biocomposto de
interesse, principalmente, para o setor de produtos farmacoldgicos que requer
aplicacdo de modo que a acdo terapéutica ndo seja volavel nas formulagcbes em
razdo de possiveis contaminacdes, presenca de outras moléculas ativas ou

diferenca de um lote de producé&o para outro (BANAT et al., 2016).



Tabela 1. Principais tipos de biossurfactantes produzidos por micro-organismos

Biossurfactante

Microrganismo Produtor

Glicolipideos

Ramnolipideos

Soforolipideos

Trehalolipideos

Lipopeptideos e lipoproteinas
Viscosina

Serravetina

Subtilisina

Surfactina

Gramicidina

Polimixina

Pseudomonas aeruginosa

Torulopsis bombicola; T. apicola

Rhodococccus erythropolis

Pseudomonas fluorescens
Serratia marcescens
Bacillus subtilis

Bacillus subtilis

Bacillus brevis

Bacillus polymyxa

20

Acidos graxos, lipidios neutros e fosfolipideos
Lipl’deos neutros Nocardia erythoropolis
Fosfolipideos Thiobacillus thiooxidans
Surfactantes poliméricos
Biodispersan Acinetobacter calcoaceticus

Liposan Candida lipolytica

Fonte: CAMILIOS-NETO, 2010

3.3 Ramnolipideos (RL)

Ramnolipideos (RL) sdo glicolipideos produzidos por Pseudomonas
aeruginosa e representam uma das mais importantes classes de biossurfactantes
microbianos tanto pela excelente propriedade tensoativa como pela possibilidade de
producdo em altas concentracdes (CAMILIOS-NETO et al.,2009, 2011). RL sao
compostos de baixo peso molecular, sendo classificados como glicolipideos devido a
presenca de uma ou duas moléculas de ramnose em sua estrutura quimica. A
ramnose (acglcar) caracteriza a porcdo hidrofilica, a qual esta ligada a um ou dois
acidos graxos (hidrofébicos). As moléculas de agucares encontram-se ligadas aos
acidos graxos B-hidroxilados. Cada um destes dois grupos subdivide-se, ainda, de

acordo com as unidades e tipos de acidos [B-hidroxilados. As cadeias de acidos



21

graxos sao, em sua grande maioria, saturadas, com menor frequéncia podem ser
encontradas cadeias mono ou poli-insaturadas (ABDEL-MAWGOUD et al., 2011).

A bactéria P. aeruginosa produz o RL de maneira heterogénea com uma
gama de congéneres possiveis. Tipicamente, essas biomoléculas contém &cidos
graxos com cadeias que variam entre 8 a 14 carbonos. Até o momento, j& foram
descritos cerca de 60 homélogos de RL, os quais sdo obtidos de acordo com as
cepas utilizadas e em condicbes de cultivos especificas, sendo o0 acido
hidroxidecanadico constituido de 10 carbonos (C10) 0 mais comumente encontrado na
fracdo lipidica da molécula de ramnolipideo, podendo ter como possiveis
substituintes os &cidos hidroxioctanéico (Cg), hidroxidodecandico (Cio) e
hidroxidodecendico (Ci2.1) (WADEKAR et al., 2012).

E bem descrito na literatura quatro principais espécies de homologos
presentes numa mistura heterogénea de ramnolipideos, como ilustrado na figura 3,
sédo eles: mono-ramno-di-lipideo (RhaC1,C;0), mono-ramno-mono-lipideo (RhaCip),
di-ramno-di-lipideo (RhazC10C10) € di-ramno-mono-lipideo (RhazCio) (WITTGENS et
al.,, 2017). Destes, os congéneres mais frequentemente produzidos pela P.
aeruginosa sédo: RhaC;oCyp € Rha,C1oC1p (LOVAGLIO et al., 2015).
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Figura 3. Estrutura quimica dos Ramnolipideos. (A) Mono-ramnolipideos e (B)
Di-ramnolipideos, subdivididos pelo nimero de cadeia de acidos graxos

A Mono-ramnolipideos

Mono-ramno-di-lipideo Mono-ramno-mono-lipideo
o
OH SN COOH OH o_o© COOH
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B Di-ramnolipideos
Di-ramno-di-lipideo Di-ramno-mono-lipideo
(0]
OH o_0o© COOH OH o_ O COOH
CHs o CHs
OH OH
o |n Kn o [
OH o OH o
CHS CH3
OH OH OH OH

Fonte: ADAPTADO de WITTGENS et al., 2017

3.4 Acao dos Ramnolipideos em Pseudomonas aeruginosa

As bactérias do género Pseudomonas sdo constituidas por bacilos, sendo
caracterizadas como gram-negativas aerObicas. A espécie Pseudomonas
aeruginosa € conhecida por ser um patégeno humano oportunista que apresenta
habilidade de causar sérias infecces e desenvolve-se em quantidades minimas de
fontes de carbono (TORTORA et al., 2005). Consta na literatura um rico acervo
sobre a cepa PAO1 a qual foi isolada de ambiente hospitalar e é referéncia para
producdo de ramnolipideos com grande potencial para aplicacdo biotecnoldgica
(MULLER et al., 2010, 2012).

A funcédo biologica dos biossurfactantes microbianos esta associada ao
acesso a substratos hidrofébicos, aumentando a disponibilidade de nutrientes para
0S micro-organismos produtores. Apresentam atividade antibiética, sendo capaz de
emulsificar a membrana celular de outros micro-organismos, estimulando a

competitividade e a sobrevivéncia das populacbes microbianas produtoras desses
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compostos (CASSIA DIAS; OLIVEIRA FELIPE, 2017). Os biossurfactantes também
afetam a interacdo entre microrganismo e superficies, pois alteram a hidrofobicidade
da superficie celular do mesmo. A interacdo microrganismo-superficie pode ocorrer
através da ancoragem do biocomposto pela fragcdo hidrofobica ou hidrofilica,
dependendo da natureza da superficie celular (BANAT et al., 2016). Dessa forma,
trata-se de um metabdlito secundario que compde o mecanismo de defesa da
bactéria ao inibir a presenca e a competicdo com outros micro-organismos.

Além disso, os RL desempenham papel fundamental em processos
fisioloégicos da célula bacteriana como motilidade celular (swarming), formacéao de
biofilme (JOY et al.,, 2017; RIKALOVIC et al.,, 2012), protecdo e atuacdo como
importante fator de viruléncia da P. aeruginosa (WITTGENS et al., 2017).

3.5 Biossintese de Ramnolipideos em Pseudomonas aeruginosa

A Dbiossintese dos RL ocorre através de reacbes de transferéncias
sequenciais de grupos glicosil em que cada reacdo é catalisada por uma enzima
especifica. A sintese das porcdes hidrofobica (lipidica) e hidrofilica (ramnose) dos
ramnolipideos ocorre a partir do metabolismo primario, com a participacao de grupos
especificos de enzimas que atuam na biossintese e na regulacdo da producédo do
biocomposto (JOY et al., 2017; LOVAGLIO et al., 2015).

Trés reacdes enzimaticas catalisadas pelas raminosiltranferases — rhl A, rhl B
e rhl C, sdo necessarias para a biossintese de RL: (1) rhl A, responsavel pela
sintese de 3-hidroxialcanoil-3-hidroxialcanoato (HAA); (2) rhl B é responsavel pelo
acoplamento da dTDPL-ramnose (deoxidina timidina difosfato L-ramnose) com HAA,
formando os mono-ramnolipideos (RAHIM et al., 2001); e por fim, (3) a rhl C que
partindo do mono-ramnolipideo como substrato e dTDP-L-ramnose produz o Di-RL
(VARJANI; UPASANI, 2017). De acordo com a literatura, a expressao destas
enzimas € controlada por sistemas de quorum sensing las e rhl que regulam a
concentracdo de compostos autoindutores de Pseudomonas, no entanto, s&o
necessarios estudos genéticos especificos para maior compreensdo desses

mecanismos autorregulatorios.



24

3.6 Otimizacéo da producédo de ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa

Dentre os diferentes micro-organismos produtores de ramnolipideos
identificados e caracterizados, a P. aeruginosa apresenta os niveis mais altos de
producdo. Das trés cepas destacadas como principais produtoras, DSM 7108, DSM
2874 e PAO 1, esta ultima ainda é a responsavel pelos melhores rendimentos
(MULLER et al., 2011). Na literatura encontra-se rendimentos que variam de 3 a 78
g/L de acordo com cepas utilizadas, condicdes de cultivo pré-estabelecidas e
estratégias de otimizacdo para aumentar rendimento (CHONG; LI, 2017). Estudos
mostram que tanto a producdo quanto os tipos de homologos produzidos de RL sdo
afetados pela composicdo do meio e fonte de carbono e nitrogénio (VARJANI;
UPASANI, 2017; VARJANI et al., 2013). N&o obstante, a proporcéo entre mono e di-
ramnolipideos produzidos por Pseudomonas também € determinada por condi¢des
ambientais e nutricionais (VARJANI et al., 2016).

Héa dois grupos principais de fatores que afetam a producdo de RL por P.
aeruginosa: (1) os ambientais e (2) os nutricionais. O primeiro grupo consiste nos
fatores como pH, temperatura e disponibilidade de oxigénio, condi¢cdes importantes
para o crescimento microbiano, as quais também apresentam papel na qualidade e
qguantidade de RL produzido (VARJANI; UPASANI, 2017). Por exemplo, quanto ao
controle do pH durante o processo fermentativo, observa-se que o pH neutro ou
levemente alcalino (pH 7-7,5) permite crescimento 6timo da bactéria durante a fase
inicial de fermentacéo, seguida de uma leve reducdo do pH para levemente acido
(pH 6-6,5), resulta na producdo maxima de RL (CHONG,; LI, 2017; LU et al., 2012).
Em estudo, o rendimento para produ¢do de ramnolipideos aumentou de 24 g/L para
28,8 g/L simplesmente pelo controle do pH durante fermentacdo em batelada.
Posteriormente, atingiu-se valor de 70,5 g/L para cultivos em fermentacdo com
batelada alimentada mantendo-se o controle do pH, agitagdo de 500 rpm e
temperatura de 30 °C (LU et al., 2012).

Ja a fonte de substrato utilizada (fator nutricional) pela Pseudomonas
apresenta grande diversidade, sobretudo, devido a capacidade dessas bactérias em
degradar fontes mais dificeis como residuos organicos. Ha trés tipos de fontes
carblOnicas utilizadas por essas bactérias: carboidratos, hidrocarbonetos e oleos
vegetais (VARJANI; UPASANI, 2017). Dentre as fontes solGveis em agua destacam-

se o glicerol, glicose, manitol e etanol. No entanto, a maior producdo de RL &



25

observada a partir de fontes imisciveis como alcanos, petréleo, diesel, azeite e 6leo
cru (CHONG,; LI, 2017; VARJANI; UPASANI, 2017, 2016). Experimentos apontam
um aumento significativo da producdo desse metabdlito secundario a partir da
suplementacdo do meio com extrato de leveduras ou residuos, por exemplo, cultivos
fermentativo de PAO 1 com 6leo de girassol como fonte Unica de carbono, 2,5%
(m/v), resultou em rendimento maximo de 36,7 g/L (MULLER et al., 2011).

A fonte de nitrogénio também é relevante quando se busca uma producédo
otima de RL. Neste caso, estudos apontam que a disponibilidade de nitrogénio pode
aumentar ou inibir a producgdo do biocomposto. Sabe-se que nitrato é a melhor fonte
quando se usa meio de cultivo com azeite e parafinas. Para outros cultivos o
bicarbonato de amoénio (NH4HCO3) e o nitrato de sodio resultaram em melhor
producdo. A otimizagdo nutricional em cultivo fermentativo de P. aeruginosa DN1
suplementado com 6éleo de palma (5 g/L) e nitrato de sddio (C/N na razdo de 20)
atingiu producéao de 25,9 g/L de ramnolipideos (YL, Ma et al., 2016). Destaca-se que
a adicdo de nitrogénio nem sempre é positiva. A limitacdo e manutencdo de
proporcao entre carbono-nitrogénio € de suma importancia para melhor rendimento
(ROBERT et al., 1989; VARJANI; UPASANI, 2017, 2016). A reducéo do mineral ferro
também mostrou comportamento inversamente proporcional: experimentos
observaram aumento relevante da producao de RL quando se reduziu a quantidade
de ferro utilizada (NITSCHKE; PASTORE, 2006; VARJANI; UPASANI, 2017). Dessa

forma, é possivel direcionar a producéo para obter o maximo do RL de interesse.

3.7 Ramnolipideos: potencial e aplicabilidade

A estrutura quimica dos RL lhes confere um leque de aplicacbes no setor
industrial que abrange desde preservacdo e recuperacdo ambiental
(biorremediacao) até industria alimenticia, agricola, cosmética, e mais recentemente,
surge também, como forte potencial para setor farmacéutico na producdo de
biofarmacos.

Na cosmeética é relatado o uso de RL para tratamento antirrugas, assim como,
sua incorporacdo em formulagcbes de diversos produtos como desodorantes,
repelentes, cremes dentais dentre outros produtos de higiene e cuidado pessoal,
conhecidos como healthcare, devido a acgdo antifungica e antimicrobiana
(VARVARESOU; IAKOVOU, 2015). Gragas a excelente propriedade tensoativa e
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emulsificante ramnolipideos sdo Uteis para tratamentos terapéuticos topicos,
aumentando a biodisponibilidade do principio ativo. Dessa forma, o delivery eficaz
do composto terapéutico aumenta a biodisponibilidade do principio ativo contido no
produto, resultando num tratamento bem-sucedido. Além disso, baixa toxicidade do
RL, adicionada aos efeitos anti-irritantes e compatibilidade com a pele, tornam seu
uso tépico ainda mais interessante (STIPCEVIC et al., 2006). Podem atuar, também,
de forma sinérgica com alguns antibioticos (ampicilina, tetraciclina, canamicina),
auxiliando na penetracdo dos mesmos na célula (DAS et al., 2014).

Outro fator de destaque quanto ao uso dos RL esta na capacidade de inibigdo
de biofilme bacteriano. Sabe-se que a formagao do biofilme tem papel crucial na
patogenicidade de varias infec¢cdes bacterianas. O biofilme € definido por
comunidades de células microbianas associadas a superficie contida em matriz
polimérica extracelular (EPS) responsavel por aumentar a resisténcia microbiana
contra agdo de antibidticos, conferindo, assim, maior gravidade a infeccdo (DE
RIENZO; MARTIN, 2016). Na literatura, a capacidade de inibicdo da formacédo de
biofilmes por RL € relatada por diversos autores (BENINCASA et al., 2004; DIAZ de
RIENZO et al.,, 2015, 2016; MARTIN, 2016). Essa atividade inibitéria esta
relacionada, principalmente, com uma possivel remocdo das EPS e alteracdo da
superficie de contato celular (BANAT et al., 2016). Dusane et al., (2012)
demonstraram a acdo de RL inibindo a formacdo de biofime em 50% a 67%,
evidenciando o grande potencial antimicrobiano desses compostos.

Como explicado, excelentes propriedades apresentadas pelos RL estao
diretamente relacionadas a constituicdo quimica, assim, considerando que esse
biocomposto é produzido em mistura heterogénea, contendo uma diversidade de
congéneres (mono e di-ramnolipidicos), cada congénere, apresenta interacdo e
atividade biol6gica especifica de acordo com sua estrutura quimica. A atividade
biologica divergente entre os congéneres de mono e Di-RL é justificada,
principalmente, devido a maior presenca de grupos polares nos compostos di-
ramnolipidicos, potencializando ag¢do detergente e de interacdo com a camada
bifosfolipidica que constitui a membrana celular dos micro-organismos
(RODRIGUES et al.,, 2017). Assim, uma pequena mudanca da estrutura entre os
homologos tem efeito toxicoldgico na permeabilidade da membrana celular e no seu

potencial terapé@utico (RIKALOVIC et al, 2014), o que torna crucial o
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desenvolvimento de metodologias para o isolamento de um Unico homodlogo de
ramnolipideo.

Em estudo Rodrigues et al., (2017), evidenciaram maior atividade de Di-RL
contra crescimento de fungos A. niger MUM 92.13 e A. carnonarius MUM 05.18
guando comparada com mistura de RL e mono-RL purificado. Maior atividade de Di-
RL purificado também foi observada contra diversos patdégenos de planta enquanto
mono-RL apresentaram atividade inibitéria irrelevante (SHA et al.,, 2012). Nao
obstante, foi relatado por Thanomsub et al.,, (2006) diferenca nas atividades
citotoxicas entre extrato bruto de RL, Rha,C10Ci9 € Rha,C1oCi2. O extrato bruto de
RL ndo apresentou atividade citotoxica enquanto os congéneres isolados de
Rha,C10C10 € Rha,C,0C2 exibiram inibicdo significativa contra o crescimento de
células de cancer com concentracdo inibitéria minima (CIM) de 6,25 ug/mL e 50
pg/mL, respectivamente.

Tem sido explorado o uso do Di-RL purificado como agente cicatrizante
durante processo de fechamento de injurias da pele. O processo inflamatério que
desencadeia mecanismos de migracdo celular para a cicatrizacdo € complexo,
Stipcevic et al. (2006) demonstraram a partir de avaliagdo histolégica de tecido de
camundongo a influéncia do Di-RL no processo de cicatrizacdo ao acelerar o
fechamento de ferida através da reducao de colageno na area injuriada. Em estudos
in vivo, Tawfeeeq e Yesser (2018) relataram processo acelerado para recuperacao
de pele infeccionada com auséncia de cicatrizes em ratos tratados com RL numa
concentracdo de 30 mg/mL, uso tépico em area injuriada. Por outro lado, grupos que
ndo receberam tratamento com o biossurfactante tiveram um periodo mais longo (17
dias contra 10 dias do grupo tratado) além de apresentarem formacao de cicatriz.

No processo de cicatrizacdo de feridas o miofibroblasto tem papel crucial para
formacdo da rede de fibras e fechamento da ferida. O miofibroblasto é um
fibroblasto contratil especializado a partir da estimulacdo de fibroblastos por
citocinas inflamatérias como TGF-B1. Miofibroblastos expressam a-actina de
musculo liso (a-SAM) e secretam propolipeptideos de colageno para reparar ferida
aberta. Quando ferida cicatricial normal se fecha, os miofibroblastos devem
desaparecer por apoptose. No entanto, eventos inesperados podem resultar na
proliferacdo exacerbada dessas células e na reorganizacdo das fibras colageno no
processo de cicatrizagdo, desencadeando aumento da rigidez tecidual devido ao

acumulo de fibras de colageno na superficie da pele, chamadas cicatrizes



28

hipertréficas ou queloides. A partir de ensaios de imunofluorescéncia e analises de
wester blot estudos evidenciaram a acdo supressora do Di-RL na expressao do a-
SMA nos miofriblosblastos, acarretando na reducéo do indice fibrético (SHEN et al.,
2016). Estudos apontam que o efeito contra a formacé&o de cicatriz ocorre por meio
de mecanismo de morte celular direcionada (targeted killing) aos miofibroblastos. No
sistema de cultura de células, Di-RL induziriam maior toxicidade aos miofibroblastos,
inibindo os indices fibroticos para expressdo de a-SMA e secrecdo de colageno.
Este efeito antifibrotico foi comprovado em cicatrizes hipertréficas de orelha de
coelho (SHEN et al., 2016).

Contudo, relatos quanto a melhor atividade biolégica entre os diferentes
congéneres (mono e Di-RL) ndo sdo unanimes para a comunidade cientifica, ha
estudos que demonstram melhor potencial antimicrobiano de RhaC;oCio para
bactérias Gram-positiva e Gram-negativa (DAS et al., 2014), assim como, maior
atividade citotoxica de mono-RL contra linhagens de células cancerigenas
(CHRISTOVA et al., 2013), sendo necessarios estudos especificos para identificar
guais congéneres apresentam melhor potencial para determinada atividade.

Deve-se ressaltar a baixa toxicidade dos Di-RL em mamiferos, tanto em
aplicacdo externa, como também, na administragdo oral (ED50> 5000 mg/kg) e
injecdo subcutanea (120 mg/kg por dia), e ainda, a auséncia de efeito mutagénico,
sendo este composto aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) para uso
em culturas de frutas, vegetais e leguminosas. Assim, a versatilidade e os diferentes
mecanismos de acdo de Di-RL adicionada a sua seguranca e baixa toxicidade
confere a essa biomolécula grandes expectativas para o setor de desenvolvimento
de biofarmacos (SHEN et al., 2016).

3.8 Extracao e purificacdo de ramnolipideos

Extracdo com solventes € o método melhor descrito e mais adequado para
recuperacdo de biossurfactantes de baixo peso molecular como RL. Séao
apropriados os solventes acetona, acetato de etila, cloroférmio e metanol, seguido
de centrifugacdo para recuperacdo do biocomposto. Para precipitacdo de
biossurfactantes de alto peso molecular € comum o uso de sulfato de amonio.

Também é citado método de extracdo de RL por sulfato de aluminio (salting out)
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seguido por centrifugacdo, porém, o uso de solventes para recuperacao é o melhor
indicado (VARJANI; UPASANI, 2017; BANAT et al., 2010).

Depois de recuperado, RL pode ser caracterizado por métodos analiticos simples
desde medicdo colorimétrica da ramnose até métodos sofisticados como
cromatografia e espectrofotometria. Principais métodos de caracterizagdo de
biossurfactantes sdo: cromatografia em camada delgada (CCD), cromatografia
gasosa (CG), espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR),
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-MS), espectrometria
de massa com ionizacdo electrospray (ESI-MS), cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa (CL-
MS) e ressonancia magnética nuclear (RMN). Com o desenvolvimento de métodos
analiticos capazes de fornecer detalhes da estrutura dos compostos € possivel
atingir uma eficiente identificacdo e caracterizacdo da biomolécula de interesse
(VARJANI; UPASANI, 2017; VARJANI; UPASANI, 2016; HEYD et al., 2008).

O processo de purificacdo (downstream) € um dos principais obstaculos, sendo
responsavel por até 80% dos custos do bioprocesso o que torna a obtencdo da
biomolécula de interesse onerosa (JADHAV et al., 2018; SHEN et al., 2016),
sobretudo, a complexidade para obtencdo purificada de RL se da devido a
recuperagdo a partir do caldo de fermentagdo, mistura complexa contendo
substratos ndo fermentados, sais, aminoacidos, proteinas e outros produtos
metabdlicos.

Dhanarajan et al., (2016) em estudo pioneiro para purificacdo dos diferentes
homélogos de lipoproteinas avaliaram de forma comparativa a CLAE
semipreparativa e analitica. O método analitico ja bem descrito na literatura é
amplamente empregado para identificacdo e caracterizacdo de moléculas. No
entanto, métodos preparativos ndo otimizados resultam em baixa resolucao e maior
tempo de eluicdo, sendo relatados tempos de execucdo de até 80 minutos
(ARREBOLA et al., 2010) e mesmo com estratégias de otimizacdo como alteracédo
do gradiente durante a corrida, a separacao ainda € onerosa e insuficiente (YANG et
al., 2015). CLAE em fase reversa (utilizando-se coluna C18) e cristalizagdo sao
aplicadas para purificagdo de RL, porém, também sdo metodologias de alto custo e
gue demandam maior tempo, além de elevado consumo de solventes, tornando o
processo de purificacdo fonte de residuos toxicos eliminados no meio ambiente
(BANAT et al., 2018).
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Por outro lado, técnicas de remocao de produtos in situ (ISPR) apresentam
potencial para recuperacdo de biomoléculas, particularmente, a ultrafiltracdo para
purificacdo de biossurfactantes produzidos em larga escala (BANAT et al., 2018).
Outros métodos ISPR com resultados positivos para purificacdo de RL inclui
cromatografia de adsorcdo. Em experimento, JADHAYV et al. (2018) recuperaram RL
com pureza de 88,7% utilizando-se resina como fase estacionaria e solvente de
eluicdo acetato de etila adicionado de hexano em diferentes concentracdes. Devido
a polaridade, de acordo com o aumento da % de hexano menor a solubilidade dos
compostos ramnolipidicos, consequentemente, diferentes congéneres de RL séo
retidos pela resina.

Com importante papel producédo sustentavel dos biocompostos e sua aplicacao
industrial é crucial a busca por novas perspectivas de separacdo e purificacao,
visando desenvolvimento de métodos simples, econdmicos e com menor consumo
de solventes organicos para obtencdo de massa significativa da biomolécula de

interesse.

4 MATERIAS E METODOS

4.1 Producao de RL por Pseudomonas aeruginosa

4.1.1 Micro-organismo

Para cultivo de RL proposto, utilizou-se como fonte produtora a cepa de
Pseudomonas aeruginosa PAO1, originalmente isolada na Australia a partir de
feridas humanas infectadas (HOLLOWAY, 1955), sendo esta a cepa mais utilizada
para processos laboratoriais, pois seu genoma, assim como, suas funcbes

encontram-se muito bem descritos na literatura (STOVER et al., 2000).

4.1.2 Meios de preservacao

A cepa PAO1 foi mantida em meio Luria-Bertani (LB) composto por triptona,
extrato de levedura e cloreto de sodio (Tabela 2) adicionado de glicerol 20% (v/v) e
estocada a -80 °C. Para preparo do pré-inéculo a PAOL foi transferida para placas
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contendo meio sdlido (LA) composto de LB acrescentado de &gar 1,5% (m/v). Em
seguida, as placas foram incubadas em estufa bacterioldgica por 24 horas a 37 °C.

Tabela 2. Componentes do meio Luria- Bertani (LB)

Componentes Concentracao
Triptona 10 g/L

Extrato de Levedura 5g/L

NaCl 10 g/L

Fonte: SAMBROOK et al., 1989

4.1.3 Preparo do pré-inéculo e inéculo

Os pré-inoculos foram realizados em frascos Erlenmeyers de 125 mL
contendo 25 mL do meio LB (Tabela 2) com 3 a 5 colénias de PAO1 preservadas
anteriormente em meio LA. O indculo foi realizado no mesmo meio liquido (LB) com
adicdo de 2% de pré-indculo (v/v) e incubado em agitador orbital em temperatura de

37 °C e rotacao de 200 rpm durante periodo de 5 horas.

4.1.4 Cultivos Submersos (CSb)

Os ensaios de cultivo submerso foram realizados em frascos Erlenmeyers de
250 mL, contendo 125 mL de meio de cultivo (MSM) composto de sais (Tabela 3) e
acrescentado de glicerol 3% (v/v). Estes foram inoculados com o inéculo
anteriormente preparado (item 4.1.3) em proporcdo de 2 % (v/v) e mantidos em

agitador orbital a 37 °C, 200 rpm, durante nove (9) dias.

Tabela 3. Componentes do meio de Sais (MSM)

Componentes Concentracao (g/L)
KH,PO, 3,0
KoHPO, 7,0

MgS0O,.7H,0 0,2

(NH4)2SO,4 1,0

Fonte: CAMILIOS-NETO, 2010
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4.1.5 Interrupgdo da Fermentacdo Submersa

Interromperam-se 0s ensaios apds periodo determinado. Em seguida, o
contetudo dos Erlenmeyers foi transferido para tubos falcon (50 ml) e centrifugado
por 15 minutos a 4.500 rpm. Apés a centrifugacéo, o sobrenadante foi armazenado
em béquer e descartou-se a biomassa.

A figura 4 descreve resumidamente as metodologias aplicadas (itens 4.1.2,

4.1.3,4.1.4 e 4.1.5), desde o preparo da cepa até a interrupgéo do cultivo.

Figura 4. Modelo esquemético para o processo de producdo de RL por cultivo
submerso de P. aeruginosa PAO 1
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Meio LB a -80°C: Meio LA: Meio LB Meio LB
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Extrato de 37°C 37°C
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Meio MSM :
KH,PO,
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(N?’h);soatz |—
. 200 rpm
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24°C

Sobrenadante )
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Fonte: préprio autor

4.2 Extracdo liquido-liquido de Ramnolipideo: obtengéo de extrato bruto concentrado

e quantificacéo

Para obtencdo do extrato bruto concentrado de RL, o sobrenadante foi
acidificado adicionando-se acido cloridrico até atingir pH de 2 e, em seguida,
armazenado em camara fria por 5 dias (periodo de incubacdo). Apos a incubacéao,
realizou-se centrifugacao durante 25 minutos, 4.500 rpm a 4 °C. O sobrenadante foi
descartado e RL retido no tubo foi submetido ao processo de extragdo com
solventes. Os tubos foram lavados repetidamente para coletar todo o material. Em

seguida, o material foi vertido em bal@o volumétrico e extraiu-se o RL com adicdo de
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cloroférmio:metanol (CHCI3:CH30OH) em propor¢do de 9:1, seguindo para
rotaevaporacéo. Finalizou-se o procedimento com lavagem do baléo e recuperacao
do RL seco.

Para quantificacdo indireta de RL pelo método fenol-sulfurico foi coletada
aliqguota do sobrenadante recuperado apés a interrupcdo do cultivo submerso (item
4.1.5). A extracao foi realizada pela adicdo de CHCI3:CH3OH (3:1), o material foi
rotaevaporado, resultando no extrato organico. Este ultimo foi solubilizado em agua
e a determinacdo dos acuUcares redutores totais, que possibilita a quantificacao
indireta dos ramnolipideos, foi realizada pelo método fenol-sulfurico (DUBOIS et al.,
1956), utilizando-se uma curva padrao de ramnose e leitura em espectrofotbmetro a
480 nm (CAMILIOS-NETO, 2010).

A figura 5 traz em A as etapas para obtencdo do extrato bruto de RL
concentrado para realizacdo dos processos de purificacdo. Em B, etapas para

quantificacdo indireta de RL presente no cultivo submerso de P. aeruginosa PAO 1.

Figura 5. Modelo esquemaético: (A) processo de extracdo de RL e (B) quantificacao
indireta de RL por método fenol-sulfarico
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4.3 Desenvolvimento de processo de purificacdo de di-ramnolipideo

4.3.1 Separacdo dos congéneres por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
Preparativa (CLAEP)

As analises foram realizadas por sistema cromatografico Shimadzu composto
por bomba LC-6AD, detector SPD110A, coluna C18 Reystone scientific (250 x 20
mm, 5 um, 100 A°). Fase mdvel ACN/H,O (65/35) acidificada com 0,1% de acido
acético, vazdo de 3,0 mL min™ e deteccdo em 254 nm. Para aquisicdo de dados
software Class-CR10 (Shimadzu).

4.3.2 Separacdo dos congéneres por Cromatografia em Camada Delgada
Preparativa (CCDP)

Realizou-se a cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP) em placas
de vidro de 20 x 20 cm, revestidas com 1,0 mm de silica gel 60 PF,s5, (Merck®)
como fase estacionéria (8 g de silica por placa) previamente ativadas em estufa a
100 °C (Figura 6). Em seguida, apds o periodo de ativacdo, aplicou-se 200 mg do
extrato bruto de RL dissolvido em CHCI3;:CH3;OH e fase movel solucdo de
CHCI3:CH30H:HAC (450 mL, 50 mL e 16 mL). Posteriormente, as regides de
interesse foram marcadas, raspadas e transferidas para funis para extracdo das
subfracdes utilizando-se de 20 a 30 mL de metanol. As subfra¢gbes resultantes da
separacdo por CCDP foram submetidas a CCD analitica para avaliar a eficiéncia da

separacao dos diferentes compostos.
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Figura 6. Confeccéo de placas de vidro revestidas com silica (PV) para CCDP

Fonte: préprio autor

4.3.3 Separacao dos congéneres por Cromatografia flash

Como observado pela figura 7, para separacdo dos congéneres por
cromatografia flash utilizou-se coluna de vidro de 14 mm de diametro, preenchida
com 9 g de silica gel (230-400 mesh, Merck®). Utilizou-se 100 mg de extrato bruto
dissolvido em CHCI3:CH30OH, como solventes de eluicdo (ou fase movel) foram
utilizados na seguinte ordem: 100 mL de CHCI3:CH3OH 2%; 100 mL de
CHCI3:CH30H 20% e 30 mL de CH3;OH (metanol). Concomitantemente a passagem
de solventes, foram coletadas fragcbes de aproximadamente 10 mL, totalizando 22
subfracbes ao final do experimento. Apés coleta e evaporacdo do solvente eluido
(fase movel) as subfracbes foram avaliadas por CCD analitica e reagrupadas

guando semelhantes.
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Figura 7. Cromatografia flash: (RL) extrato bruto dissolvido, (Si) silica empacotada,

(SE) solvente de eluicdo e (V) aplicagédo de vacuo

I

Fonte: préprio autor

4.3.4 Separacao dos congéneres por Cartucho de silica

Para purificacdo do RL por cartucho de fase normal, utilizou-se como coluna
ponteira de 5 mL empacotada com 300 mg de silica Gel 60 PF,s5, (Merck®). O
cartucho foi previamente ativado com 5,0 mL de CH3;OH. A amostra foi aplicada
diretamente sobre a silica (fase estacionaria) e coberta por algoddo (Figura 8).
Como ilustrado pelo fluxograma (Figura 9) o processo de separacdo dos congéneres
se da pela eluicao dos respectivos solventes uma Unica vez para determinada etapa.
Utilizou-se como solventes de lavagem: CHCIl; ou CH,Cl, (etapa 1); CHCIl3:CH3OH
2% ou CHCI3:C4HgO, 5% (etapa 2); finalizando com solvente extrator CH3OH:HAcC
2% (etapa 3). As etapas 1 e 2 sdo responsaveis pela retida de compostos apolares e

demais congéneres, sendo Rha,C;0C,o recuperado apds passagem do solvente
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extrator. As fracbes coletadas apd6s cada etapa do processo foram secadas e

analisadas em CCD analitica.

Figura 8. Cartucho de silica: (RL) extrato bruto de RL dissolvido, (S) solvente de

lavagem ou extrator, (A) algodéao e (Si) silica empacotada

Fonte: préprio autor
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Figura 9. Fluxograma para processo de purificagdo por Cartucho de silica
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Fonte: préprio autor

4.4 ldentificacdo e caracteriza¢do de congénere Unico de Di-RL

4.4.1 Identificacdo por CCD analitica

Realizou-se a cromatografia em camada delgada (CCD) sobre silica (DC-
Fertigfolien ALUGRAM®  Xtra  SIL  G/UVazs, 20x20cm), sendo o0
eluente composto por uma mistura de cloroformio, metanol e &cido
acético. A presenca dos ramnolipideos foi identificada com a utilizacdo de revelador

orcinol especifico para carboidrato aquecido a 100 °C por 5 minutos.
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4.4.2 \dentificacdo e caracterizacéo por *H RMN

O produto purificado foi submetido a analise de Ressonéncia Magnética
Nuclear (RMN) em estado liquido. Os espectros de hidrogénio (*H) foram obtidos em
espectrometro Bruker Avance Il 400 MHz operado a frequéncia de 400,6 MHz
usando probe direto de 5 mm, BBO, a 25 °C. Os deslocamentos quimicos (d) para
hidrogénio sdo expressos em ppm e calibrados de acordo com o sinal do TMS

presente no CDCI3; em O ppm.
5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Producao de ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa PAOL: quantificacdo e

extracao liquido-liquido

Para cultivo submerso optou-se pelo uso do meio de sais (MSM), um meio
limpo, sem residuos industriais. Sabe-se que processo com residuos pode aumentar
em muitas vezes o rendimento do cultivo, porém, no presente trabalho almeja-se a
obtencdo do biocomposto puro e a utilizacdo de residuos vegetais durante o cultivo
poderia dificultar o processo de purificagao.

O procedimento realizado para obtencdo do extrato bruto concentrado (item
4.2.1) resultou em 7,5 g de RL (Tabela 4), e rendimento igual a 4,28 g de extrato
bruto por litro de meio cultivado. A quantidade bruta recuperada foi inferior ao
rendimento médio obtido pela quantificacdo (item 4.2.1), 9.7 g/L, em razdo das
perdas presentes no processo de extracdo. Mesmo assim, o rendimento de 4,28 g/L
€ significativo: dados da literatura mostram que a producdo média para o
biocomposto variam de 2 a 5 g/L. Em casos excepcionais, visando a otimizacao do
cultivo, como demonstrado nos experimentos de Jadhav et al. (2018) foi obtido 10,8
g/L.
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Tabela 4. Quantificacdo e obtencdo do extrato bruto concentrado de RL produzidos
por CSb de P. aeruginosa PAO1

Total de Erlenmeyer Volume total RL Massa extrato Rendimento
(250 mL)? (L) (g/L)° bruto (g)° (g/L)"
14 1,75 9,7+£0,7 7,5 4,28

®Relag&o meio coluna de ar 1:2

® Extracéo liquido-liquido: quantificagdo de RL por fenol-sulfarico

° Precipitacéo acida seguida de extracg&o liquido-liquido

¢ Extracéo liquido-liquido: grama de extrato bruto obtido por litro de meio cultivado
Fonte: proprio autor

5.2 Avaliacdo dos processos de purificacdo desenvolvidos para obtencdo de

congénere unico de Di-RL

5.2.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia Preparativa (CLAEP)

Foram realizados seis corridas (ciclos) para identificacdo e coleta dos
diferentes compostos presentes no extrato bruto de RL. A partir dos ciclos de
CLAEP foram coletadas sete subfracdes provenientes do extrato de RL (B1, B2, B3,
B4, B5, B6 e B7), sendo recuperada cada subfracdo de acordo com intervalo de
retencdo em minutos, sendo tp inicio e t; final para a coleta (Tabela 5). Os
cromatogramas obtidos sdo mostrados pela figura 10.

Foi observado sinal de maior intensidade para fracdo coletada no tempo
meédio de 28.8 min, fracdo B3, no entanto, néo foi identificada a presenca de RL, a
CCD analitica revelada com orcinol ndo apontou nenhuma marcacdo para
glicolipideos (Figura 11). Infere-se que o sinal intenso ndo equivale a concentragdo
de compostos ramnolipidicos e, provavelmente, compostos diversos apresentaram
uma absorbancia maior que os RL no comprimento de onda analisado (254 nm). As
amostras B4 e B5 apresentaram concentracdo de Di-RL, porém, como observado
pela CCD analitica (Figura 11), as manchas com arraste evidenciam a presenca de
diferentes congéneres além de possiveis contaminantes. Dessa forma, a partir dos
resultados observados para as principais coletas B3, B4, B5 e B7 conclui-se que a
CLAEP realizada néo foi suficiente para recuperacédo de um unico congénere de Di-
RL. Apesar de a técnica apresentar credibilidade para identificacédo e caracterizagao,
0 experimento preparativo realizado nas condigbes determinadas (item 4.3.1) ndo

possibilitou a obtengcéo de massa significativa do Di-RL de interesse.



41

Tabela 5. Tempo de retencéo para coleta dos compostos a partir do extrato de RL

Intervalo de coleta (min)

Ciclo

Bl B2
to-t to- ts
10.4-15.5 15.5-25.0
10.0-15.5 15.5-24.2
9.9-15.6 15.6- 24.8
9.8-15.6 15.5-24.9
9.9-15.7 15.7-24.9
9.9-15.0 15.0-24.8

B3
to-t1
25.7-31.0
25.7-30.9
25.7-31.0
25.8-31.2
25.9-31.2
26.1-31.1

B4
to-ty
36.2-42.9
35.4-43.0
35.0-42.8
35.5-43.2
35.5-43.2
35.4-43.2

B5
to-t
42.9-49.8
43.0-49.0
42.8-49.3
43.2-50.1
43.2-49.8
43.2-49.8

B6
to- 1y
49.8-57.9
52.7-58.3
52.5-58.3
53.3-59.5
53.2-59.4
53.2-59.0

B7
to- t1
60.9-67.1
61.1-68.1
61.9-68.0
61.9-69.1
62.0-68.5
61.8-68.9

Fonte: préprio autor

Figura 10. Cromatograma do extrato bruto de RL. (A) pico com retencdo em 28.8

min, coleta B3. (B) cromatogramas das coletas de B1 a B7

mv

mV

A

21.212

?n.‘uﬂ

\ 297424 45.016  £5.033 63.67

Fonte: préprio autor

1

2L.212 38

B1 B2

| |
|
k]
|

-8%4

57.414
B3
B4

B5

|| sosexed

‘ \ \
\ |

Iv"‘f
ey
11 \
\

42

\
|
| 63.
\
|
\j \ B6
ji

(

673
\
\
\,«—" e

|

|

|

|
oo

583 ;
0.
9.952

20

a0

60

min




42

Figura 11. CCD* analitica. (A) extrato bruto de RL: manchas para Di-RL (vermelho),
mono-RL (verde) e contaminantes apolares (azul); (B) subfracbes coletadas por
CLAEP

*fase movel composta por CHCl;:MeOH (10%):HAc (3%); revelador orcinol

Fonte: préprio autor

5.2.2 Cromatografia em Camada Delgada Preparativa (CCDP)

A CCDP identificou 6 regifes distintas que correspondem aos diferentes
componentes do extrato de RL (Figura 12). Ao término da corrida cromatografica as
regides delimitadas foram raspadas, dissolvidas em metanol e filtradas (Figura 13).
Apoés filtracdo, secagem do solvente e pesagem das subfragbes foi coletado para
cada regido: (1) 6,6 mg; (2) 8 mg; (3) 18,2 mg; (4) 52,3 mg; (5) 78,9 mg e (6) 9,2 mg.
As subfracdes foram analisadas por CCD analitica.

Infere-se que compostos da regido 1 e 2 sejam constituidos, sobretudo, por
constituintes apolares e mono-ramnolipideos, pois sua caracteristica apolar faz com
que sejam carregados por mais tempo pela fase moével ja que nao possuem forte
afinidade com a fase estacionaria polar (silica). Para as regides 3, 4 e 5 observou-se
coloragéo rosa, sinalizando a presenca de contaminantes (Figura 14B), pois RL ndo

apresentam tal coloragdo, a pigmentacdo r0sea esta relacionada a presenca de
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fenazinas. As fragbes provenientes das regides 4 e 5 contém Di-RL de interesse em
maior concentracao totalizando 131,2 mg, porém, este valor absoluto ndo equivale a
biomolécula, pois mesmo apds secagem havia agua e solvente residuais além de
particulas de silica provenientes da raspagem da placa. Nao foi possivel eliminar o
contaminante que causou coloragdo atipica nas fragfes, impossibilitando estimar
com precisdo Di-RL recuperado. A regido 6 ou ponto de aplicacdo é composta por
qualquer constituinte polar ndo carregado pela fase movel.

Além de maior dificuldade para realizacdo do procedimento a recuperacao
das fracbes a partir da CCDP é limitada, pois foi verificado a presenca de
contaminantes e de particulas residuais de silica no produto final, resultando num
método trabalhoso e pouco eficaz.

A figura 15 destaca a coeréncia entre as metodologias aplicadas para a
identificacdo dos compostos a partir do extrato bruto de RL em que séo observados:
compostos apolares no superior da placa e mono-ramnolipideos; manchas nao
delimitadas devido a mistura heterogénea de RL; e maior concentracédo de Di-RL na
regido inferior da placa.

A CCDP foi efetiva para observacao e identificacdo dos diferentes compostos
presentes no extrato bruto (regibes de 1 a 6), porém, mostrou-se onerosa e ineficaz
para recuperacdo de um Unico congénere isolado, ndo possibilitando a eliminacéo
de constituinte fenazina do composto de interesse. O fluxograma (Figura 16) resume
0os resultados obtidos: quantitativamente (valor absoluto recuperado) e

qualitativamente (compostos identificados por CCD analitica).
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Figura 12. CCDP*. Placa de silica identificada com regides referentes aos
compostos do extrato bruto de RL

*fase movel: CHCl;:MeOH(10%):HAc (3%); auséncia de revelador

Fonte: proprio autor

Figura 13. CCDP. Placa de silica apés raspagem das regides demarcadas

Fonte: proprio autor
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Figura 14. (A) filtracdo com metanol e (B) compostos coletados apos filtracédo

Fonte: préprio autor

Figura 15. (A) CCD analitica* e (B) preparativa**: constituintes apolares (vermelho);

compostos polares (verde) e regido com predominio de Di-RL

*fase mével: CHCIl;:MeOH (10%):HAc (3%); revelador orcinol
**fase movel: CHCI;:MeOH (10%):HAc (3%); auséncia de revelador

Fonte: préprio autor
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compostos recuperados a partir do extrato bruto de RL
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CCDP. Fluxograma com valor absoluto (mg) e identificacdo de

Extrato bruto de RL

200 mg
\ [ [ \ I |
Regido 1 Regido 2 Regiao 3 Regido 4 Regido 5 Regido 6
6,6 mg 8mg 18,2 mg 52,3mg 78,9 mg 9,2 mg
Compostos Compostos Di-RL + Di-RL + Di-RL +
apolares apolares Fenazinas Fenazinas Fenazinas

Fonte: préprio autor

5.2.3 Cromatografia flash

A partir da CCD analitica das fragdes coletadas destaca-se a auséncia de RL
nas fracdes de 1 a 18 (Figura 17 A) e presenca de diferentes congéneres de RL nas
fracBes 19, 20, 21 e 22 (Figura 17). As fracdes 19 e 20 apresentaram manchas por
toda extensdo da placa cromatografica devido a presenca de constituintes de
diversas polaridades desde RL de caracteristica mais apolar como mono-
ramnolipideos quanto homélogos de Di-RL (polares). As fracdes 21 e 22 foram
consideradas de maior pureza para Rha,C10C1o, mesmo com presenca de manchas
que sinalizam outros congéneres di-ramnolipidicos. O fluxograma (Figura 18)
esquematiza o resultado obtido para cada fracdo coletada apds identificacdo por
CCD analitica.

O conteudo de 69 mg recuperado por cromatografia flash (fracdes 21 e 22) foi
significativo, por isso, optou-se pela realizagdo de nova purificacdo por cartucho de
silica (item 4.3.4). A figura 19 esquematiza os resultados obtidos para o processo de
purificacdo por cartucho de silica realizado a partir das fracbes 21 e 22: foram
recuperados 63 mg de um Unico congénere de Di-RL, RhayC10Cyo. A purificacéo por
cartucho de silica foi eficaz para eliminacdo dos constituintes ndo eliminados na

cromatografia flash.

Figura 17. CCD analitica*. Subfracdes a partir de purificacdo por cromatografia
flash: (A) 1 a 18: auséncia de glicolipideos; 19, mono e Di-RL (vermelho); 21 e 22,

maior concentracéo de Di-RL (verde). (B) Subfragbes 19, 21 e 22



*fase movel: CHCIl;:MeOH (20%):HAc (3%); revelador orcinol

Fonte: proprio autor

Figura 18. Resultados purificacdo por cromatografia flash*. Valor absoluto (mg) das
fracOes recuperadas a partir do extrato bruto de RL e identificadas por CCD

Extrato bruto de RL

100 mg
[
[ [ [ I
Fracbes 1- 18 Fracdo 19 Fracdao 20 Fracdes 21 - 22
25mg 1,0mg 2,0mg 69 mg

Auséncia de Diversos Diversos Diferentes

compostos congéneres de RL congéneres de RL congéneres de Di-
ramnolipidicos (mono e Di-RL) (mono e Di-RL) RL

*Eluentes utilizados na coluna flash: CHCl;:MeOH 2% (fragdes 1 a 10); CHCl;:MeOH 20% (fragbes 11
a 20); e MeOH (fragbes 21 e 22)

Fonte: préprio autor
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Figura 19. Fluxograma purificagéo por cartucho de silica das fracdes 21 e 22

Fracoes 21 e 22
69 mg

Etapa 1
CHCl,
<6mg

Etapa 2
CHCI;:MeOH 2%
<< 6mg

Etapa 3
MeOH:HAc 2%
63 mg

Fonte: préprio autor

5.2.4 Cartucho de Silica

Foram realizados trés processos de purificacdo utilizando mesmo cartucho de
silica, cada processo consiste em trés etapas em que sdo modificados os solventes
de lavagem, visando recuperacdo do congénere Rha,C;0Cip de forma isolada.
Conforme o fluxograma (Figura 20), no primeiro processo (A), iniciou-se com 150 mg
de extrato bruto e foram eluidos, respectivamente: (etapa 1) 17 mL CHCls; (etapa 2)
8 mL CHCI3:MeOH 2% e (etapa 3) 3 mL MeOH:HAc 2%. Para o segundo processo
(B) também foram aplicados 150 mg de RL, eluindo com: (etapa 1) 8 mL CHCls;
(etapa 2) 4,5 mL de CHCI3:C4HgO, 5%, neste processo, utilizou-se para a segunda
etapa acetato de etila como solvente de lavagem, este apresenta polaridade
intermediaria afim de melhorar a separacéo de mono e di-ramnolipideo; ( etapa 3) 10
mL de MeOH:HAc 2%, maior volume de metanol acidificado resulta em maior
extracdo de compostos polares para garantir a recuperacdo de todo composto de
interesse. No processo B, andlises a partir de CCD analitica, mostraram a presenca
de diferentes homdlogos de RL no composto final recuperado, por isso, foi aplicado

novamente solvente de lavagem, CHCIl; e extrator, MeOH:HAc 2% para melhor



49

purificagdo do composto de interesse. Essa condigdo ndo foi observada para o
processo A, por isso, infere-se que a escolha por acetato de etila como solvente de
lavagem na etapa 2 nao foi eficaz.

Para o processo de purificacdo (C), foram empregados 130 mg de extrato bruto,
eluicdo de: (etapa 1) 8 mL CH,Cl,; (etapa 2) 4,5 mL CHCI3:MeOH 2%, substituindo o
C4HsO, utilizado no processo B; e (etapa 3) 10 mL de MeOH:HAc 2%. Decidiu-se
pelo diclorometano na etapa inicial, pois experimentos evidenciaram maior eficiéncia
deste solvente para a retirada de constituintes apolares como fenazinas.

Ressalta-se que o extrato bruto como mistura heterogénea contém compostos
apolares como fenazinas, mono-ramnolipideos e diferentes congéneres de Di-RL.
Quanto ao rendimento e viabilidade do procedimento realizado, em A, recuperou-se
62 mg do congénere Rha,C,0C; a partir de 150 mg de extrato bruto, resultando num
rendimento de 41,3%. No processo B foram recuperados 54 mg, apresentando
menor rendimento (36%), pois o solvente extrator CHCI3:C4HgO, 5% néo foi eficiente
para a etapa 2. Ja o processo C, partindo de 130 mg de extrato bruto, teve como
resultado final uma purificacdo de 68 mg com maior rendimento, 52.3%.

Infere-se que maior potencialidade e eficacia observada no processo C ocorre
pela escolha de solvente de lavagem diclorometano (maior eficicia para retirada de
contaminantes apolares) e pela aplicagdo de maior volume de solvente extrator na
tltima etapa. A vantagem da purificacdo por cartucho de fase normal (silica) esta na
simples execucdo e custo-beneficio do processo (ndo oneroso, economia de
solventes) e, sobretudo, no alto rendimento para obtencdo de um Unico congénere
de Di-RL.

O fluxograma (Figura 20) esquematiza cada processo realizado A, B, C,
apontando os solventes utilizados e a quantia recuperada de um Unico congénere de
Di-RL, Rha,C1pC1p. Ao final dos procedimentos foram obtidos um total de 247 mg de
Rha,C10C1o. A eficiéncia do método de purificacdo por cartucho é evidenciada pela
CCD analitica (Figura 21 A): auséncia de mono-RL e contaminantes apolares;
identificado congénere unico, Rha,C10C1o. Ao lado (Figura 21 B) destaca-se a CCD
analitica para o extrato bruto, contendo os compostos eliminados pelo processo de
purificacdo. Além da verificagdo por CCD analitica as fracbes recuperadas foram
analisadas em CLAE analitica separadamente, confirmando equivaléncia da

biomolécula recuperado nos processos A, B,C e D, resultando num total de 247 mg
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de Rha,C;0Cyo purificado, quantidade significativa para a realizagéo de testes in vivo,

comercializagao e desenvolvimento de formulagdes farmacéuticas.

Figura 20. Fluxograma para processos de purificacdo por cartucho de silica (A, B e

C): etapas 1 e 2 solventes de lavagem e valor absoluto (mg) de compostos

eliminados; etapa 3 solvente de extracdo e valor absoluto (mg) para Di-RL

recuperado

Extrato bruto de RL

Fonte: préprio autor

A B C
150 mg 150 mg 130 mg
| |
Etapa 1 Etapa 1 Etapa 1
CHCl, CHCl, CH,Cl,
12,2 mg 16,1 mg 22 mg
[ | |
Etapa 2 Etapa 2 Etapa 2
CHCl;:MeOH 2% CHCI5:C4HgO, 5% | | CHCI5:MeOH 2%
12 mg 0,7 mg 18mg
| t
Etapa 3 Etapa 3
t Etapa 3 MeOH:HAC 2% MeOH:HAC 2%
MeOH:HAc 2% 693m 68 mg
62 mg i | g
Etapal
CHCl,
15mg
t Etapa 3
MeOH:HAc
2% 54 mg
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Figura 21. CCD* analitica. (A) Fracdes recuperadas processos A, B e C e D:
congénere de interesse (verde). (B) Amostras extrato bruto de RL (EB): mono-RL

(vermelho), Di-RL (verde) e compostos apolares (seta)

A“’? >?.

B
y e

®®

s

EB EB

*fase mével: CHCI;:MeOH (20%):HAc (3%); revelador: orcinol
Fonte: préprio autor

A tabela 6 conclui a partir de variaveis comparativas os resultados obtidos
para cada técnica empregada na purificagcdo de um unico congénere de Di-RL. As
variaveis quantitativas referem-se, respectivamente: (1) a quantidade total de
solvente utilizado, (2) extrato bruto aplicado, (3) fracdo de interesse purificada (Di-RL
isolado) e (4) rendimento (massa inicial/final). Para a variavel qualitativa (5)
eficiéncia da purificagéo considerou-se as analises de CCD analitica realizadas ap0s
cada procedimento. Assim, para eficiéncia da purificagdo tem-se: baixa quando
observado presenca de contaminantes na fragcdo final de interesse (CCD analitica
figura 11 A e presenca de fenazinas figura 14 B); média indica uma boa separacéo
de Di-RL, porém ainda com presenca de diferentes congéneres (considerar CCD

analitica figura 17 B); e alta eficiéncia para metodologia que resulta em um Unico
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congénere de Di-RL recuperado (Figura 21 A). Para (6) dificuldade técnica,
considerou-se tempo de preparo, materiais e condicbes necessarios para a
realizacdo da técnica. Verifica-se maior eficacia e viabilidade para obtencdo de
massa significativa (mg) de congénere Rha,C,0Ci9 a partir da purificacdo com
cartucho de silica, processo C.

O processo de purificacdo por cartucho de silica (C) é passivel de
escalabilidade, podendo estimar uma producéo piloto visando maior recuperacao da
biomolécula de interesse. A partir dos valores dos materiais consumiveis para a
realizacdo do processo C (Tabela 7) foi estimado um custo de R$ 1,14 para 68 mg
de Rha,C10Cio. Assim, é possivel estimar um custo de producéo igual a R$ 16,82/g

de Rha,C,0C;0 recuperado.

Tabela 6. Analise comparativa das técnicas realizadas para purificagdo de um Unico
congénere de Di-RL

Variaveis comparativas
Técnica
preparativa Congénere A
Solyente Extrato Di-RL Rendimento Eficiencia Dificuldade
aplicado  bruto da L
recuperado (%) e técnica
(mL) (mg) purificagédo
(mg)
CLAEP 3000 6g  Nao - Nao Alta
significativo  significativo
CCDP 700 200 131.2 65.6 Baixa Alta
Cromatografia
flash 230 100 69.0 69 Média Alta
Cartucho d :
artucnho de 30 130 68 52.3 Alta Baixa
Silica

Fonte: préprio autor
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Tabela 7. Custo estimado para execuc¢do da purificacdo por cartucho de silica,

processo C

Materiais Consumiveis Custo (R$)
Solventes R$/litro ou kg Processo C

Cloroférmio 79,80 0,35

Metanol 25,95 0,25

Diclorometano 49,95 0,4

Acido acético 19,46 0,004

Total 1,004

Sdlidos
Silica gel 60 464,69 0,14
Custo total 1,14

Fonte: préprio autor

5.3 ldentificagdo de congénere de Di-RL por RMN de hidrogénio em amostra
recuperada por cartucho de silica

Na tabela 8 sdo mostrados sinais dos referentes prétons de hidrogénio
identificado na fracdo submetia ao método cartucho de silica (item 5.2.4). A partir do
espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (*H RMN) foram
identificados: dois sinais caracteristicos para Di-RL, sendo estes representados
pelos prétons anoméricos de ramnose (4,89 e 4,91 ppm para C'e C,
respectivamente); hidrogénios de ramnoses distribuidos na regido entre 3 ppm e 3.8
ppm; e hidrogénios do grupo metil (CH3), também para a ramnose, com ressonancia
em 1,1 ppm. Em relacdo a cadeia alifatica, sinais do éster graxo séo visiveis em 3,89
ppm. Metilenos (CH;) apresentam ressonancia em 1,26 ppm variando apenas
aqueles vizinhos a carbonilas e ao éster com 2,38 e 2,5 ppm, respectivamente. Além
disso, foi identificado sinal 5,1 ppm que é marcador para H'-O-H* e sinais préprios
de cadeias alifaticas de ramnolipideos como grupos metil terminais em 0,87 ppm
integrados com seis hidrogénios. A integracdo dos sinais identificados (Anexo A)
torna-se ferramenta utilizada na caracterizagdo do tamanho da cadeia alifatica graxa
(MOUSSA; MOHAMED; SAMAK, 2014).

A soma dos hidrogénios integrados a partir do espectro de ‘H RMN
corresponde a 44,03 atomos, que corresponde a soma teérica para cadeias
constituidas por 20 carbonos totais. Dentre 0s congéneres possiveis congéneres de

Di-RL correspondem a esse valor o Rha,C;0Ci9 € Rha,CsCi, (ambos com soma
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tedrica para 44 hidrogénios). Infere-se, para a amostra final obtida a presenca
isolada do congénere Rha,C;0Cio (Figura 20), primeiramente, devido ao cultivo
otimizado para sua producdo, e também, pela atividade metabdlica da enzima
ramnosil transferase responsavel pela reacdo de adicdo da segunda ramnose a
estrutura do mono-RL, formando assim, o Di-RL. Estudos evidenciam que essa
enzima apresenta afinidade pela cadeia do acido hidroxidecandico, portanto, a
reacao enzimatica por si s6 beneficiaria a biossintese de Rha,C10Cio. Mesmo na
literatura s&o ausentes cultivos com concentracdo de Rha,CgCi, (DEZIEL et al.,
2003; ZHU; ROCK, 2008).

Tabela 8. Dados de 1H RMN do composto purificado de Rha,C1oCip

H, TIPO SINAL (ppm)  INTEGRAGCAO POSSIVEIS CONGENERES
(integracdo tedrica)

C8C8 C8Cl0 C8C12 C10C10

CHs ALIFATICO 0,87 6,0 6 6 6 6
CH; RAMNOSE 1,1 6,1 6 6 6 6
CH, ALIFATICO 1,26 19,8 16 18 20 20
CH, (C=0/ CH- 2,38 — 2.50 8,9 9 9 9 9

O-)

c1' 4,89 1,0 1 1 1 1

c1" 4,91 1,1 1 1 1 1
CH, (H1-O-H1') 5,1 1,1 1 1 1 1
INTEGRACAO 44,03 40 42 44 44

Fonte: préprio autor

5.4 Avaliagdo de pureza por RMN de hidrogénio: composi¢ao do extrato bruto e da

fracdo purificada

A comparacao entre composi¢cdo do extrato bruto e do composto final apos
purificacdo é apresentada pela tabela 9. Observa-se que o extrato bruto € composto
majoritariamente por compostos di-ramnolipidicos, 95%, e mono-RL apenas 5%,
comparando com cultivos fermentativos tradicionais que resultam num proporcgéao de,
aproximadamente, 72% de Di-RL para 28% de mono-RL (JADHAV et al.,, 2018)

destaca-se o resultado bem sucedido para producéo direcionada de Di-RL.
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O produto final (purificado) é constituido em sua totalidade por um Unico
congénere de Di-RL Rha,C;10Cj0 (100%). Quanto ao grau de pureza, a proximidade
observada entre as duas amostras (80 e 82%, respectivamente) ocorre, pois a
producao direcionada para compostos di-ramnolipidicos resulta em um extrato bruto
rico em DIi-RL e, consequentemente, a retirada de mono-RL e contaminantes
apolares pelo processo de purificagdo, aumenta, proporcionalmente, a porcentagem
de impurezas ndo-ramnolipidicas (Anexos B e C). No entanto, a purificacdo atendeu
a demanda para recuperacdo de um unico congénere de interesse. Assim, a partir
de técnica simples e ndo onerosa foi recuperada fracdo com 99-100% de Unico
congénere Rha,C,0C10. H4, ainda, a presenca de contaminantes ndo-ramnolipidicos,
provavelmente carregados pela propria molécula de interesse e que néo sdo retidos
pela silica. Uma possivel abordagem para resolver essa questdo seria a realizacao
de purificacdo com cartucho C18. Sabe-se que a comercializacdo deste
biocomposto € feita com purezas entre 88% a 95%, sendo promissor o resultado

obtido no presente trabalho.

Tabela 9. Composicdo das amostras analisadas em *H RMN

Amostra Porcentagem de Di-RL Pureza
Extrato bruto 95,0 % 80,4 %
Fracéo purificada 99,0 - 100 % 82,0 %

Fonte: préprio autor

Figura 22. Estrutura quimica do di-ramnolipideo Rha,C1oC1o

O OH

oH 20H

Fonte: proprio autor
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6 CONCLUSOES

As metodologias aplicadas para producdo direcionada e extracdo liquido-
liquido de Di-RL por cultivo submerso de P. aeruginosa foram bem sucedidas
com alta producgéo de extrato bruto enriquecido de Di-RL,;

Para desenvolvimento de processo de purificagdo para obtencdo de Unico
congénere Rha,C;0C10, as metodologias preparativas CLAEP e CCDP
mostraram-se pouco eficazes para o objetivo proposto, pois foi observada
presenca de impurezas no produto final recuperado. A metodologia de
purificacdo por cromatografia flash apresentou menor viabilidade devido a
maior demanda de solvente e necessidade de repeticdo de processo de
purificacdo por cartucho de silica;

A purificacdo por cartucho de silica mostrou-se simples e eficaz para a
obtengc&do de um anico congénere de Di-RL Rha,C1,Ci0 cOm grau de pureza
de 82%. O método de separacdo via cartucho mostrou-se limitado para a
retirada de contaminantes nao-ramnolipidicos, porém, é uma alternativa de
purificagdo com menor demanda de solvente, menor complexidade para
realizacdo e custo reduzido. O processo em questdo é promissor pela
qualidade do produto recuperado e possibilidade de aplicacio em maior
escala, viabilizando a comercializacdo e uso da biomolécula purificada para

desenvolvimento de produtos farmacolégicos.



57

REFERENCIAS

ABDEL-MAWGOUD, A. M.; HAUSMANN, R.; LEPINE, F.; MULLER, M. M.; DEZIEL,
E. Rhamnolipids: Detection, Analysis, Biosynthesis, Genetic Regulation, and
Bioengineering of Production. Microbiology Monographs, v. 20, p. 13-55, 2011.

ARREBOLA, E.; JACOBS, R.; KORSTEN, L. Iturin A is the principal inhibitor in the
biocontrol activity of Bacillus amyloliquefaciens PPCB004 against postharvest fungal
pathogens. J. Appl. Microbiol, v. 108, n. 2, p. 386—-395, 2010.

BAFGHI, K.; FAZAELIPOOR, M. H. Application of Rhamnolipid in the Formulation of
a Detergent Mansureh. Journal of Surfactants and Detergents, v. 15, p. 679-684,
2012.

BANAT, I. M.; FRANZETTI, A.; EBRAHIMIPOUR, G.; NAJMI, Z. In Situ Downstream
Strategies for Cost-Effective Bio/Surfactant Recovery. Biotechnology and Applied
Biochemistry, v. 68, p. 523-532, 2018.

BANAT, I. M.; MARCHANT, R.; ELSHIKH, M. Biosurfactants: promising bioactive
molecules for oral-related health applications. FEMS Microbiology Letter, v.363,
n.18, 2016.

BANAT, |. M.; FRANZETTI, A.; GANDOLFI, I.; BESTETTI, G.; MARTINOTTI, M. G;
FRACCHIA, L.; SMYTH, J.; MARCHANT, R. Microbial biosurfactants production,
applications and future potential. Applied Microbiology and Biotechnology, v. 87,
n. 2, p. 427-444, 2010.

BENINCASA, M.; ABALOS, A.; OLIVEIRA, |.; MANRESA, A. Chemical structure,
surface properties and biological activities of the biosurfactant produced by
Pseudomonas aeruginosa LBI from soap stock. Antonie Van Leeuwenhoek, v. 85,
p.1-8,2004.

BRUMANDO, L. P.; SOLER, M. F.; DA SILVA, S. S. Recent advances in sustainable
production and application of biosurfactants in Brazil and Latin America. Industrial.
Biotechnology, v. 12, n. 1, p. 31-39, 2016.

CAMILIOS-NETO, D.; BUGAY, C.; SANTANA-FILHO, A. P.; JOSLIN, T.; SOUZA,
L.M.; SASSAKI, G.L.; MITCHELL, D.A.; KRIEGER, N. Production of rhamnolipids in
solid-state cultivation using a mixture of sugarcane bagasse and corn bran
supplemented with glycerol and soybean oil. Applied Microbiology and
Biotechnology, v. 89, p. 1395-1403, 2011.

CAMILIOS-NETO, D.; MEIRA, J.A.; TIBURTIUS, E.; ZAMORA, P.P.; BUGAY, C,;
MITCHELL, D.A.; KRIEGER, N. Production of rhamnolipids in solid-state cultivation:
characterization, downstream processing and application in the cleaning of
contaminated soils. Biotechnology Journal, v. 4, p. 748-755, 2009.

CAMILIOS-NETO, D. Producdo de Ramnolipideos por Fermentacdo em Estado
Sdélido. 2010. Tese (Doutorado Bioquimica) — Universidade Federal do Parana,
Curitiba, 2010.



58

CASSIA DIAS, S.; OLIVEIRA FELIPE, L. Surfactantes sintéticos e biossurfactantes.
Quimica Nova na Escola, Sao Paulo, v. 39, n. 3, p. 228-236, 2017.

CHRISTOVA, N.; TULEVA, B.; KRILL A.; GEORGIEVA, M.; KONSTANTINOV, S,
TERZIVSKI, 1.; NIKOLOVA, B. STOINEVA, |. Chemical structure and in vitro
antitumor activity of rhamnolipids from Pseudomonas aeruginosa BN10. Appl.
Biochem. Biotechnol, v. 170, n.3, p. 676-689, 2013.

CHONG, H.; LI, Q. Microbial production of rhamnolipids: opportunities, challenges
and strategies. Microb Cell Fact, v. 16, n. 137, p.1-12, 2017.

DAS, P.;YANG, X. P.; MA, L. Z. Analysis of biosurfactants from industrially viable
Pseudomonas strain isolated from crude oil suggests how rhamnolipids congeners
affect emulsification property and antimicrobial activity. Frontiers in Microbiology, v.
5, p. 1-8, 2014.

FELIPE, L. O.; DIAS, S. C. Surfactantes sintéticos e Biossurfactantes: vantagens e
desvantagens. Quim. nova esc. v. 39, n. 3, p. 228-236, 2017.

DHANARAJAN, G.; RANGARAJAN, V.; SRIDHAR, P. R.; SEN, R. Development and
Scale-up of an efficient and green process for HPLC purification of antimicrobial
homologues of commercially important microbial lipopeptides. ACS Sustainable
Chem. Eng., v. 4, p. 6638-6646, 2016.

DIAZ DE RIENZO, M. A.; BANAT, |. M.; DOLMAN, B.; WINTERBURN, J.; MARTIN,
P. Sophorolipid biosurfactants: possible uses as antibacterial and antibiofilm agent.
New Biotechnol, v. 32, n. 6, p. 720-726, 2015.

DIAZ DE RIENZO, M. A.; MARTIN, P. J. Effect of Mono and Di-rhamnolipids on
Biofilms. Curr Microbiol, v. 73, p.183-189, 2016.

DIAZ DE RIENZO, M. A.; STEVENSON, P.; MARCHANT, R.; BANAT, I. M.
Antibacterial properties of Biosurfactants against selected gram positive and negative
bacteria. FEMS Microbiol Lett, v. 363, n. 2, p. 1-8, 2015.

DEZIEL, E.; LEPINE, F.; MILOT, S.; VILLEMUR, R. rhlA is required for production of
a novel biosurfactant promoting swarming motility in Pseudomonas aeruginosa: 3-(3-
hydroxyalnoyloxy)alkanoic acids (HAAs), the precursors of rhamnolipids.
Microbiology, v. 149, p. 2005-2013, 2003.

DUBOIS, M.; GILLES, K.A.; HAMILTON, J.K ; REBERS, P.A.; SMITH, F.
Colorimetric Method for Determination of Sugars and Related Substances
Analytical Chemistry, v. 28, p. 350-356, 1956.

DUSANE, DH. et al. Disruption of Yarrowia lipolytica biofiims by rhamnolipid
biosurfactant. Aquatic Biosystems, v.8, n.17m p. 1-7, 2012.

HEYD, M.; KOHNERT, A.; TAN, T. H.; NUSSER, M.; KIRSCHHOFER, F.;



59

BRENNER-WEISS, G.; FRANZREB, M.; BERENSMEIE, S. Development and trends
of biosurfactant analysis and purification using rhamnolipids as an example. Anal.
Bioanal. Chem., v. 391, p. 1579-1590, 2008.

HOLLOWAY, B. W. Genetic Recombination in Pseudomonas aeruginosa.
Microbiology, v. 13, n. 3, p. 572-581, 1955.

JADHAV, J.; DUTTA, S.; KALE, S.; PRATAP, A. P. Fermentative production of
Rhamnolipid and purification by adsorption chromatography. Preparative
Biochemistry and Biotechnology, v. 48, n. 3, p. 234-241, 2018.

JOY, S.; RAHMAN, P. K. S. M.; SHARMA, S. Biosurfactant production and
concomitant hydrocarbon degradation potentials of bacteria isolated from extreme
and hydrocarbon contaminated environments. Chemical Engineering Journal. v.
317, p. 232-241, 2017.

KRONEMBERGER, F. A. Producdo de ramnolipideos por Pseudomonas
aeruginosa PAl em biorreator com oxigenacao por contactor de membranas.
(2007). Tese (Doutorado em Ciéncias em Engenharia Quimica) — Universidade
Federal do Rio de Janeiro.

LIU, Y.; ZENG, G.; ZHONG, H.; WANG, Z.; LIU, Z.; CHENG, M.; LIU, G.; YANG, X,;
LIU, S. Effect of rhamnolipid solubilization on hexadecane bioavailability
enhancement or reduction. Journal of Hazardous Materials, v. 322, p. 394-401,
2016.

LU, W.; ZHU, L.; YANG, X.; XUE, C.; CHEN, Y.; QU. L. Enhanced rhamnolipids
production by Pseudomonas aeruginosa based on a pH stage-controlled fed-batch
fermentation process. Bioresource Technology, v. 117, p. 208-213, 2012.

LOVAGLIO, R. B.; SILVA, V. L.; FERREIRA, H.; HAUSMANN, R.; CONTIERO, J.
Rhamnolipids know-how: Looking for strategies for its industrial dissemination.
Biotechnology Advances, v.33, p. 1715-1726, 2015.

MOUSSA, T. A. A;; MOHAMED, M. S.; SAMAK, N. Production and Characterization
of Di-Rhamnolipid Produced by Pseudomonas aeruginosa TMN. Brazilian Journal
of Chemical Engineering, v. 31, n. 04, p. 867-880, 2014.

MULLER, M. M.; KUGLER, J. H.; HENKEL, M.; GERLITZKI, M.; HORMANN, B.;
POHNLEIN, M.; SYLDATK, C.; HAUSMANN, R.; J. Rhamnolipids-next generation
surfactants? Biotechnol, V. 162, p. 366, 2012.

MULLER, M. M.; HORMANN, B.; SYLDATK, C.; HAUSMANN, R. Pseudomonas
aeruginosa PAO1 as a model for rhamnolipid production in bioreactor systems.
Biotechnological products and process engineering, v. 87, p. 167-174, 2010.

MULLER, M. M.; HORMANN, B.; KUGEL, M.; SYLDATK, C.; HAUSMANN, R.
Evaluation of rhamnolipid production capacity of Pseudomonas aeruginosa PAOL1 in
comparison to the rhamnolipid over-producer strains DSM 7108 and DSM 2874.
Appl Microbiol Biotechnol, v. 89,p. 585 — 592, 2011.



60

NITSCHKE, M., PASTORE, G.M. Production and properties of a surfactant obtained
from Bacillus subtilis grown on cassava wastewater. Bioresour. Technol, v. 97, p.
336— 341, 2006.

NITSCHKE, M.; PASTORE, G. M. Biossurfactantes: propriedades e aplicacdes.
Quimica Nova, V. 25, n. 5, p. 772-776, 2002.

RIKALOVIC, M. G; GOJGIC-CVIJOVIC, G.; VRVIC, M. M; KARADZIC, I. Production
and characterization of rhamnolipids from Pseudomonas aeruginosa san-ai. Journal
of the Serbian Chemical Society, v. 77, p. 27-42, 2012.

RIKALOVIC, M. G.; VRVIC, M. M.; KARADZIC, I. M. Rhamnolipid biosurfactant from
Pseudomonas aeruginosa- from discovery to application in contemporary technology.
J. Serb. Chem. Soc., v. 80, n.3, p. 279-304, 2014.

ROBERT, M.; MERCADE, M.E.; BOSCH, M.P.; PARRA, J.L.; ESPUNY, M.J;
MANRESA, M.A.; GUINEA, J. Effect of the carbon source on biosurfactant
production by Pseudomonas aeruginosa 44T1. Biotechnol. Lett, v. 11, n. 12, p.
871-874, 1989.

RODRIGUES, A. |.: GUDINA, E. J.: TEIXEIRA, J. A.; RODRIGUES, L. R. Sodium
chloride effect on the aggregation behaviour of rhamnolipids and their antifungal
activity. Scientific Reports, v. 7, n. 12907 , p.1-9, 2017.

SAHARAN, B.S.; SAHU, R.K.; SHARMA, D. A review on biosurfactants:
fermentation, current developments and perspectives. Genetic Engineering and
Biotechnology Journal, 2011.

SAMBROOK, J.; FRITSCH, E. F.; MANIATIS, T. Molecular clonig; a laboratory
manual. 2. Ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press: New York, v. 3, 1989.

SHA, R.; JIANG, L.; MENG, Q.; ZHANG, G.; SONG, Z. Producing cell-free culture
broth of rhamnolipids as a cost-effective fungicide against plant pathogens. J. Basic
Microbiol, v. 52, p.458-466, 2012.

SHEN, C.; JIANG, L.; SHAOQO, H.; YOU, C.; ZHANG, G.; DING, S.; BIAN, T.; HAN, C.;
MENG, Q. Targeted killing of myofibroblasts by biosurfactant di-rhamnolipid suggests
a therapy against scar formation. Scientific Reports, v. 6, n. 37553, p. 1 — 10, 2016.

STIPCEVIC, T.; PILJAC, A.; PILJAC, C. Enhanced healing of full-thickness burn
wounds using di-rhamnolipid. Burns, v. 32, p. 24-34, 2006.

STOVER, C. K.; PHAM, X. Q.; ERWIN, A. L.; MIZOGUCHI, S. D.; WARRENER, P.;
HICKEY, M. J.; BRINKMAN, F. S.; HUFNAGLE, W. O.; KOWALIK, D. J.; LAGROU,
M.; GARBER, R. L.; GOLTRY, L.; TOLENTINO, E.; WESTBROCK-WADMAN, S.;
YUAN, Y.; BRODY, L. L.; COULTER, S. N.; FOLGER, K. R.; KAS, A.; LARBIG, K,
LIM, R.; SMITH, K.; SPENCER, D.; WONG, G. K.; WU, Z.; PAULSEN, |. T.; REIZER,
J.; SAIER, M. H.; HANCOCK, R. E. W.; LORY, S.; OLSON, M. V. Complete genome
sequence of Pseudomonas aeruginosa PAOL, an opportunistic pathogen. Nature, v.



61

409, p. 959-964, 2000.

TAWFEEEQ, H. M.; YESSER, S. B. Study of inhibitory activity for rhamnolipid
produced by Pseudomonas aeruginosa against some types of pathogenic bacteria in
vivo. AL-Qadisiyah Journal of pure Science, v.23, n. 1, p. 34- 47, 2018.

THANOMSUB, B.; PUMEECHOCHCHAI, W.; LIMTRAKUL, A.; ARUNRATTIYAKOR,
P.; PETCHLEELAHA, W.; NITODA, T.; KANZAKI, H. Chemical structures and
biological activities of rhamnolipids produced by Pseudomonas aeruginosa B189
isolated from milk factory waste. Bioresource Technology, v. 97, n. 18, p. 2457-
2461, 2006.

TORTORA, G. J.; BERDELLI, R. F.; CHRISTINE L. C. Microbiologia. 8% ed., Porto
Alegre: Editora Artmed, p. 312, 2005.

VARJANI, S. J.; UPASANI, V. N. Critical review on biosurfactant analysis, purification
and characterization using rhamnolipid as a model biosurfactant. Bioresource
Technology, v. 232, p. 389-397, 2017.

VARJANI, S.J., RANA, D.P., BATEJA, S., UPASANI, V.N. Isolation and screening for
hydrocarbon utilizing bacteria (HUB) from petroleum samples. Int. J. Curr.
Microbiol. Appl. Sci, v. 2, n. 4, p. 48-60, 2013.

VARJANI, S.J., UPASANI, V.N. Carbon spectrum utilization by an indigenous strain
of Pseudomonas aeruginosa NCIM 5514: production, characterization and surface
active properties of biosurfactant. Bioresour. Technol, v. 221, p. 510-516, 2016.

VARVARESOU, A.; IAKOVOU, K. Biosurfactants in cosmetics and
biopharmaceuticals. Letters in Applied Microbiology, v. 61, p. 214- 223, 2015.

WADEKAR S, D.; KALE, S. B.; LALI, A. M.; BHOWMICK, D. N; PRATAP, A. P.
Microbial synthesis of rhamnolipids by Pseudomonas aeruginosa (ATCC 10145) on
waste frying oil as low cost carbono source. Preparative biochemistry &
biotechnology, v. 42, p. 249-266, 2012.

WINTERBURN, J. B.; MARTIN, P. J. Foam mitigation and exploitation in
biosurfactant production. Biotechnol Lett, v. 34, n. 2, p. 187-195, 2012.

WITTGENS, A.; KOVACIC, F.; MULLER, M. M.; GERLITZKI, M.; SANTIAGO-
SCHUBEL, B.; HOFMANN, D.; TISO, T.; BLANK, L. M.; HENKEL, M.; HAUSMANN,
R.; SYLDATK, C.; WILHELM, S.; ROSENAU, F. Novel insights into biosynthesis and
uptake of rhamnolipids and their precursors. Appl Microbiol Biotechnol, v. 101, p.
2865-2878, 2017.

YANG, H.; LI, X.; LI, X.; YU, H. M.; SHEN, Z. Y. Identification of lipopeptide isoforms
by MALDI-TOF-MS/MS based on the simultaneous purification of iturin, fengycin, and
surfactin by RP- HPLC. Anal. Bioanal. Chem, v. 407, n. 9, p. 25629-2542, 2015.

Y.-L, Ma.; K-Y, Ma.; SUN, M-Y.; DONG, W.; HE, C-Q.; CHEN, F-L. Effects of nutrition
optimization strategy on rhamnolipid production in a Pseudomonas aeruginosa strain


https://www.sciencedirect.com/science/journal/09608524

62

DN1 for bioremediation of crude oil. Biocatalysis and Agricultural Biotechnology,
V. 6, p. 144-151, 2016.

ZHU, K.; ROCK, C.0. RhIA Converts p-Hydroxyacyl-Acyl carrier protein
intermediates in fatty acid synthesis to the B-hydroxydecanoyl-B-hydroxydecanoate
component of rhamnolipids in Pseudomonas aeruginosa. Journal of Bacteriology,

v. 190, p. 3147-3154, 2008.



ANEXOS

ANEXO A — ESPECTRO *H RMN PARA AMOSTRA PURIFICADA
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ANEXO B - ESPECTRO 'H RMN PARA AMOSTRA PURIFICADA: PRESENCA
DE IMPUREZAS NAO-RAMNOLIPIDICAS
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ANEXO C — ESPECTRO 'H RMN PARA EXTRATO BRUTO
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