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CONCEICAO, Karen Stefany. Producdo de ramnolipideos por cultivos
submersos estaticos em suporte de membrana de celulose bacteriana. 2018.
96 f. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2018.

RESUMO

Os ramnolipideos séo surfactantes produzidos por Pseudomonas aeruginosa, que
tendem a se distribuir nas interfaces 6leo/agua e agua/éleo. Essas biomoléculas tém
grande potencial de mercado por apresentarem baixa toxicidade, alta
compatibilidade ambiental e serem biodegradaveis. Entretanto a aplicacdo destes
compostos ainda € limitada devido aos altos custos de producdo quando
comparados aos surfactantes de origem quimica. O cultivo submerso estatico em
suporte de membrana de celulose bacteriana (CSbE-MBC) é um processo
alternativo de producdo de ramnolipideos que evita a formacdo de espuma,
caracteristica da producdo de biossurfactantes por fermentacdo submersa classica.
A formacédo de espuma é um grave problema, pois acarreta em perda de biomassa e
nutrientes, diminuindo os indices de producdo ou até mesmo inviabilizando o
processo. Outra vantagem do CSbE-MBC é o baixo custo operacional, pois as
membranas sao reutilizaveis e o processo € estatico, ndo havendo necessidade de
gastos adicionais com energia para aeracdo e agitacdo. O presente trabalho teve
como objetivo desenvolver um processo de producdo de ramnolipideos por CSbE-
MBC, determinar a mistura de congéneres obtida, assim como as propriedades
fisico-quimicas. Adicionalmente, foram avaliadas uma série de estratégias de
incremento de producdo de ramnolipideos obtidos por esta tecnologia fermentativa.
A composicdo da mistura de ramnolipideos produzida por esta tecnologia
fermentativa apresentou maior porcentagem de di-ramnolipideos (95%), sendo o
congénere Rha-Rha-Cio-Cio 0 mais abundante (66%), a obtencdao de uma molécula
Unica é requerida para aplicagbes mais refinadas como, o uso como potencial
medicamento. A CMC determinada foi de 42,3 mg/L, em linhas gerais a mistura de
ramnolipideos obtidas no presente processo apresentou uma CMC que se enquadra
entre os melhores resultados para ramnolipideos encontrados na literatura cientifica.
A mistura apresentou um elevado poder emulsificante, mostrando maior poder
emulsificante para querosene, superior a 80%. Os CSbE-MCB de Pseudomonas
aeruginosa PAO1 utilizando 1 membrana de celulose bacteriana umedecida com 3
mL de meio de cultivo, adicionados de extrato aquoso de torta de milho 1:1 e 6%, v/v
de glicerol, incubados sem agitacdo por 9 dias alcancaram 15,34 ¢g/L de
ramnolipideos extraidos e recuperados. Os resultados obtidos com o presente
trabalho sugerem que a tecnologia fermentativa CSbE-MCB apresenta um grande
potencial para viabilizacdo da producao biotecnolégica de surfactantes.

Palavras-chave: Ramnolipideos. Biossurfactantes. Pseudomonas aeruginosa.
Membrana de celulose bacteriana. Cultivos estaticos e biofilme.



CONCEICAO, Karen Stefany. Rhamnolipids production by static-submerged
cultures using membranes of bacterial cellulose as support support. 2018. 96
p. Dissertation (Master's Degree Biotechnology) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2018.

ABSTRACT

Rhamnolipids are biosurfactants produced by Pseudomonas aeruginosa, which tend
to distribute at the oil / water and water / oil interfaces. These biomolecules have
great market potential because of their low toxicity, high environmental compatibility
and biodegradability. However, the application of these compounds is still limited
because of their high cost of production in comparison to the chemically synthetized
congeners. Rhamnolipid production by static-submerged cultivation using
membranes of bacterial cellulose as solid support (SSbC-MBC) is an alternative
promising method that avoids the characteristic foaming of the production of
biosurfactants by classic submerged fermentation. The formation of foam is a serious
problem, as it entails loss of biomass and nutrients, reduces the production rates or
even makes the process unfeasible. Another advantage of the SSbC-MBC is the low
operating cost, since the membranes are reusable and the process is static,
consequently, there is no need for additional energy costs for aeration and agitation.
The aim of the present work was to develop a process of rhamnolipids production by
SSbC-MBC and perform their structural- (congener mixture) and physicochemical-
characterization [surface tension, emulsion index IE and critical micellar
concentration (CMC)]. In addition, was evaluated a series of strategies to improve the
rhamnolipids yields reached by this fermentative technology. The composition of the
rhamnolipids mixture obtained by this fermentation technology presents a greater
percentage of di-rhamnolipids (95%), being the most abundant congener Rha-Cjo-
Cio (66 %), reaching a single molecule is required for more refined applications such
as use as a potential drug. The CMC determined was 42.3 mg / L, in general lines
the mixture of rhamnolipids obtained in the present process presented a CMC that is
among the best results for rhamnolipids found in the scientific literature. The mixture
presented a high emulsifying power, showing greater emulsifying power for kerosene,
higher than 80 %. The SSbC-MBC of Pseudomonas aeruginosa PAO1 using a single
membrane of bacterial cellulose covered with 3 mL of culture medium, with addition
of corn-bran aqueous-extract (1:1) plus glycerol 6 % v/v, and statically incubated at
37°C for 9 days reached 15.34 g/L of the extracted and recovered rhamnolipids. The
results of the present work suggest that this fermentative technology, SSbC-MBC,
presents a great potential to make feasible the biotechnological production of
surfactants.

Key words: Rhamnolipid. Biosurfactants. Pseudomonas aeruginosa. Membrane of
bacterial cellulose. Static cultivation. Biofilm.
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1 INTRODUCAO

Os surfactantes sdo compostos com atividade tensoativa
constituidas por dois dominios, um hidrofébico e outro hidrofilico. A porcédo apolar é
frequentemente uma cadeia hidrocarbonada enquanto a porcéo polar pode ser
ibnica (anidnica ou catidnica), ndo-ibnica ou anfotérica. Sado exemplos de
surfactantes ibnicos utilizados comercialmente, ésteres sulfatados ou sulfatos de
acidos graxos (aniénicos) e sais de amonio quaternario (catiénico) (NITSCHKE;
PASTORE, 2011; LIU et al., 2016; REDDY et al., 2016; VARJANI; UPASANI, 2017).

A grande maioria dos surfactantes presentes no mercado sdo de
origem quimica, porém ha um grande interesse na substituicAo dos surfactantes
quimicos pelos de origem bioldgica, pois estes apresentam vantagens (MAKKAR;
CAMEOTRA, 2002; ARAUJO et al, 2016; RADZUAN, M. N.; BANAT, I,;
WINTERBURN, J., 2016;). Ao serem comparados aos surfactantes sintéticos, os
biossurfactantes apresentam: desempenho superior em situacdes extremas de
temperatura, pH e salinidade; baixa toxicidade e biodegradabilidade (BELLO et al.,
2012; LOVAGLIO et al., 2011; NITSCHKE; PASTORE, 2011; VARJANI, 2017; JOY;
RHAMAN; SHARMA, 2017). Responsaveis por reduzir a tensdo superficial das
interfaces Oleo/agua ou ar/agua, esses compostos apresentam seu maior potencial
de aplicacdo em situacdes onde se tem a necessidade da dispersao de tensoativos
no meio-ambiente, entre estas, duas se destacam: 1) utilizacdo em limpeza de
derramamentos de Oleo e outros compostos hidrofébicos; e 2) na utilizagdo para
aumentar a recuperacao de O6leo (petréleo) em reservatérios do inglés “MEOR”
(microbial enhanced oil recovery). Nestas duas aplicacdes o uso de surfactantes de
origem biologica é a opcdo mais adequada, visto que surfactantes quimicos podem
causar efeitos ambientais toxicos (CAMILIOS NETO et al., 2011; REDDY et al.,
2016; SANTOS et al., 2017; ZHAO et al., 2017).

Bactérias do género Pseudomonas produzem ramnolipideos, um
biossurfactantes da classe dos glicolipideos. Os ramnolipideos estdo entre 0os mais
estudados dos surfactantes microbianos, e 0 interesse por estes compostos é
motivado por beneficios como: i) possuirem Otimas propriedades tensoativas; e ii)
serem produzidos em altas taxas, a partir de fontes de baixo custo, substratos
hidrofilicos (carboidratos) e hidrofdbicos (6leos vegetais, hidrocarbonetos) ou mesmo
efluentes de industrias de alimentos (KRIEGER; CAMILIOS-NETO; MITCHELL,
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2010; CAMILIOS-NETO et al., 2008; LEE et al.,, 2004; REDDY et al., 2016; BAI;
MCCLEMENTS, 2016). No entanto, apesar dos ramnolipideos possuirem
caracteristicas surfactantes eficazes, o custo de producédo ainda € muito elevado,
podendo ser até 10 vezes superior, quando comparado aos similares de origem
quimica (CAMILIOS-NETO et al., 2011).

A produgcdo de Dbiossurfactantes por cultivos submersos
(fermentacdo submersa - FS) enfrenta um problema severo com a formacao de
espuma. Os processos sdo conduzidos com agitacdo e aeracdo forcada, assim,
guando o biossurfactante comeca a ser produzido, grandes quantidades de espuma
sdo formadas, e h4 uma tendéncia das células do microrganismo produtor
acumularem-se nesta espuma. Desta forma, se a formacdo da espuma nao for
contida, a fermentacao fica altamente prejudicada, pois junto com a espuma, que sai
do reator, h4 saida e consequente perda de nutrientes, produtos e biomassa,
reduzindo a produtividade, ou até mesmo inviabilizando a fermentagdo (CAMILIOS
NETO et al., 2008; KRIEGER; CAMILIOS-NETO; MITCHELL, 2010; RAMIREZ et al.,
2016). Assim, a eficiéncia da estratégia de controle de espuma é essencial para
garantir a viabilidade do processo, além de gerar dificuldades operacionais
(KRIEGER; CAMILIOS-NETO; MITCHELL, 2010).

Dentro deste contexto, o presente trabalho teve como objetivo o
desenvolvimento de um processo de producdo de ramnolipideos por cultivos
submersos estaticos sobre membrana de celulose bacteriana com potencial de evitar

a formacéo de espuma e viabilizar a producéo de ramnolipideos.
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2 OBJETIVOS
2.1 GERAL
Desenvolver um processo de producéo, extracéo,

purificacdo e caracterizacdo fisico-quimica e estrutural de ramnolipideos obtidos por

cultivo submerso estatico em suporte de membrana de celulose bacteriana.

2.2 EsPECIiFICO

e Comparar a producdo de ramnolipideos por cultivos submersos, cultivos
submersos estaticos e cultivos submersos estaticos em suporte de
membranas de celulose bacteriana por Pseudomonas aeruginosa UFPEDA
614 e PAO1;

e Determinar a cinética de producdo de ramnolipideos obtidos por cultivos

submersos estaticos em suporte de membranas de celulose bacteriana;

e Avaliar o padrdo de adesdo da Pseudomonas aeruginosa PAO1 por
cultivos submersos estaticos em suporte de membranas de celulose

bacteriana por microscopia eletronica de varredura,

e Determinar o indice de emulsificacdo dos ramnolipideos produzidos por
cultivos submersos estaticos em suporte de membranas de celulose

bacteriana;

e Determinar a concentracdo micelar critica dos ramnolipideos produzidos por
cultivos submersos estaticos em suporte de membranas de celulose

bacteriana;

e Determinar a mistura de congéneres de ramnolipideos produzidos por
cultivos submersos estaticos em suporte de membranas de celulose
bacteriana por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas e

cromatografia em camada delgada;
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Avaliar a influéncia da area de superficie por cultivos submersos estaticos em

suporte de membranas de celulose bacteriana na producdo de ramnolipideos;

Avaliar a influéncia agitagdo em cultivos submersos estaticos em suporte de

membranas de celulose bacteriana na producdo de ramnolipideos;

Avaliar o efeito de profundidade do leito de cultivo durante a producédo de
ramnolipideos por cultivos submersos estaticos com membranas de celulose

bacteriana;

Avaliar estratégias para aumentar a producdo de ramnolipideos obtidos por
cultivos submersos estaticos em suporte de membranas de celulose

bacteriana.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Surfactantes sdo compostos quimicos com propriedades tensoativas
extensamente utilizados em varias industrias. Apresentam propriedades surfactantes
responsaveis por reduzir a tensdo superficial das interfaces 6leo/agua e ar/agua.
Estas moléculas anfipaticas, compostas por por¢cdes hidrofébicas e hidrofilicas,
apresentam excelentes propriedades detergentes, emulsificantes, espumantes e
dispersantes (LIU et al.,, 2016; HERYANI; PUTRA, 2017). A porcdo apolar é
frequentemente uma cadeia hidrocarbonada enquanto a porcédo polar pode ser
ibnica (anidnica ou catidnica), ndo-ibnica ou anfotérica. Sado exemplos de
surfactantes idnicos, utilizados comercialmente, ésteres sulfatados ou sulfatos de
acidos graxos (aniénicos) e sais de amoénio quaternario (catiénico) (NITSCHKE;
PASTORE, 2002; REDDY et al., 2016; BRUMANO et al., 2017; VARJANI; UPASANI,
2017).

O interesse em surfactantes de origem microbiana cresce
continuamente devido ao leque de possibilidades de aplicacdo ecologicamente
corretas, tais como: na estabilizacdo de formulacdes 6leo-em-agua (BANAT, et al.,
2010), protecao do ambiente por meio da biorremediacdo de solo contaminado com
petréleo, fitoextracdo de metais pesados (RODRIGUES et al.,, 2006), extracdo e
transporte de petréleo em tubulacdes, limpeza de tanques de armazenagem e
gerenciamento de derramamentos de Oleo, assim como na recuperacao de petréleo
melhorada microbiologicamente (MEOR — microbial enhanced oil recovery) (WANG,
et. al., 2007; REDDY et al., 2016; ZHAO et al., 2017).

A maioria dos agentes tensoativos comercialmente acessiveis hoje
sdo surfactantes quimicos tradicionais sintetizados a partir de fontes petroquimicas
nao renovaveis. Esses compostos vém sendo utilizados na industria do petréleo para
auxiliar a limpeza, no caso de derramamentos, e para melhorar a recuperacdo de
Oleo dos reservatorios. Os surfactantes de origem quimica sdo recalcitrantes, nao
apresentam compatibilidade ambiental e representam um risco potencial ao
ambiente. Assim, cada vez mais se amplia o interesse na substituicdo destes
compostos por seus congéneres de origem biologicos (APARNA et al., 2012; LIU et
al., 2016; ELSHIKHA et al., 2017).
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3.1 ATIVIDADE SURFACTANTE

A atividade de um surfactante pode ser avaliada através de
indicadores tais como, diminuicdo da tenséo superficial e da tensao interfacial, assim
como a concentracdo micelar critica (CMC). De forma que minimize sua area de
superficie, os liquidos tendem manter as moléculas mais unidas. As forcas coesivas
entre as moléculas no interior do liquido sdo compartilhadas com os atomos vizinhos
e as gotas tendem a assumir uma forma esférica, pois € a forma com menor razédo
superficie/volume. Aquelas da superficie ndo tém atomos vizinhos acima delas, e
exibem uma forgca atrativa mais forte sobre suas vizinhas mais proximas na
superficie. Este aumento das forcas atrativas intermoleculares na superficie é
chamado tenséo superficial (Figura 1) (PIROLLO, 2006; APARNA et al., 2012; LIU et
al., 2016).

Figura 1- Esquema das forcas intermoleculares no interior e na superficie do
liquido.
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T tension
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Fonte: Adaptado de PIROLLO (2006)

A tensao superficial entre as interfaces ar/agua e Oleo/agua podem
ser medidas utilizando um tensidmetro. Quando um surfactante é adicionado a esse
sistema em concentragbes crescentes, observa-se uma redugdo na tenséo
superficial até um valor critico, a partir do qual as moléculas se associam formando
estruturas supramoleculares como micelas. A tensao superficial da agua destilada é

72 mN/m, a adicdo de surfactante reduz este valor para valores proximos a 30 mN/m
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(DESAI; BANAT, 1997). A capacidade de formar micelas confere aos surfactantes as
propriedades de detergéncia e solubilizacdo de compostos hidrofébicos. A minima
concentracdo de surfactantes em solucdo necessaria para formacédo de micelas é
conhecida como concentracdo micelar critica (CMC) e é usada comumente para
medir a eficiéncia do surfactante, quanto menor for esta concentragdo mais potente
sera o surfactante (Figura 2) (COOPER, 1986; CAMILIOS NETO, 2010; HERYANI,
PUTRA, 2017).

Figura 2 — Diagrama esquematico da variacdo da tensdo superficial, interfacial e

solubilidade do composto organico com a concentracao do tensoativo.
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Fonte: Adaptado de MULLIGAN (2001)

3.2 BIOSSURFACTANTES

Os biossurfactantes sdo uma variedade de metabdlitos produzidos
por microrganismos e diferem em suas propriedades quimicas e tamanho molecular
(BANAT et al., 2010; NITSCHKE; COSTA; CONTIERO, 2011; VARJANI; UPASANI,
2017). O carater anfipatico destes compostos assegura uma grande aplicabilidade
na industria agindo como agente tensoativo e emulsificante principalmente em
alimentos, formulagbes farmacéuticas e cosméticas. Estes compostos sé&o
produzidos a partir de diversas espécies de bactérias, fungos filamentosos e
leveduras (NITSCHKE; PASTORE, 2002; BANAT et al., 2010). Os biossurfactantes
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se sobressaem sobre seus congéneres de origem quimica por apresentarem um
conjunto de vantagens como: (1) baixa toxicidade; (2) tolerancia a pH, temperatura e
salinidade; (3) biodegradabilidade; e (4) alto poder tensoativo nas interfaces liquido-
ar e liquido (DELEU; PAQUOQOT, 2004; JOY; RHAMAN; SHARMA, 2017; SANTOS et
al., 2017).

3.21 Classificacdo dos Biossurfactantes

Os biossurfactantes podem ser classificados por sua origem
microbiana ou por sua estrutura quimica e dividem-se em compostos de alta e baixa
massa molecular. Os polimeros de polissacarideos, os lipopolissacarideos, as
proteinas e as lipoproteinas sao biossurfactantes de alta massa molecular, enquanto
lipopeptideos, glicolipideos e acidos graxos sdo os de baixa massa molecular
(BANAT et al.,, 2010). Como previamente relatado, biossurfactantes derivados de
microrganismos apresentam muitas vantagens sobre os seus homologos quimicos,
no entanto, o elevado custo de producdo, quando comparados com 0s congéneres
sintéticos, faz com que ainda ndo sejam amplamente utilizados (LOVAGLIO et al.,
2011; NITSCHKE; PASTORE, 2011; BORAH et al, 2015; BELLO et al., 2012).

As diferentes classes de biossurfactantes (glicolipideos,
fosfolipideos, &cidos graxos, lipoproteinas, lipopeptideos e os surfactantes
poliméricos) estdo apresentadas na Tabela 1, enquanto, as principais estruturas
guimicas, dos biossurfactantes mais estudados, estdo apresentadas na Figura 3
(MONTEIRO, 2007; NITSCHKE; PASTORE, 2002; SANTOS, et al., 2016). Grande
parte dos biossurfactantes sdo aniénicos ou neutros, constituidos por uma porgéo
hidrofébica constituida por acidos graxos de cadeia longa ou por derivados de
acidos graxos, ja a porcao hidrofilica pode ser um carboidrato, um aminoacido, um
peptideo ciclico ou fostato (RAMIREZ et al., 2016).
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Principais classes de biossurfactantes produzidos por microrganismos.

Classe

Biossurfactante

Microrganismo

Referéncias

Glicolipideos

Ramnolipideos

Pseudomonas aeruginosa

KRONEMBERGER, 2007;
CAMILIOS-NETO, 2010;
ISMAIL et al., 2015;
LONG et al., 2016;
TAHSEEN et al., 2016;
JADAV et al., 2017

Pseudoxanthomonas

NAYAK et al., 2009

Serratia rubidea

NALINI, S.;
PARTHASARATHI, R,
2014

Soforolipideos

Torulopsis bombicola

ITO, S.; INOUE, S., 1982

Torulopsis apicola

STUWER et al., 1987

Candida bombicola

FELSE et al., 2006;
KURTZMAN et al., 2010;
GUPTA, R. 2012;
OLIVEIRA et al., 2014

Trehalolipideos

Rhodococcus erythropolis

ZARAGOZA et al., 2013

Acidos graxos,
Lipideos neutros
e Fosfolipideos

Acidos graxos
Lipideos neutros
Fosfolipideos

Corynebacterium lepus

DUYNJAK, Z.; KOSARIC,
N., 1985; COOPER, D.
G.; ZAKI1J, J. E;
GERSON, D. F.; 1979

Peptidio-lipideo

Bacillus licheniformis

YAKIMOV; TIMMIS;
FREDRICKSON, 1995

Serravetina

Serratia marcescens

SALGADO, 2013

Lipoproteinas e
Lipopeptideos

VALPUESTA, 2008;
HERYANI; PUTRA, 2017,

S;Jlf’:f';i't:‘rf‘ae Bacillus subtilis JADAV et al., 2017;
SHEPPARD; MULLIGAN,
1987
. — . RUFINO et al., 2014;
Liposan Candida lipolytica SANTOS et al.. 2016
Surfactantes
L RUBINOVITZ, D;

Poliméricos Emulsan e

biodispersan

Arthrobacter calcoaceticus

GUTNICK, D. L.;
ROSENBERG, E., 1982

Fonte: o préprio autor
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Figura 3 — Estruturas quimicas de alguns biossurfactantes.

A) Ramnolipideo produzido por Pseudomonas aeruginosa:

Mono-ramnolipideo RL-1

0
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D—CH—CHZ—-C—-D—CH—CHZ—COOH
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H;

Di-ramnolipideoc RL2
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B) Surfactina produzido por Bacillus subtilis:

L-Asp—D-Leu—L-Leu—0O CH;
(CH3)g —LH
L-Val
\ H; CH;
D-Leu—L.L&u—L_GIu—l:D

C) Soforolipideos produzido por Torulopsis magnoliae:

CH3
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(CHz)4s
ROH,C
H
o o 00
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Fonte: Adaptado de SILVA LIMA (2003)
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3.3 PSEUDOMONAS AERUGINOSA

O género Pseudomonas compreende um taxon de organismos
metabolicamente versateis capazes de utilizar uma grande variedade de compostos
organicos simples ou complexos. Sao constituidos por bacilos, e possuem
caracteristicas como serem gram-negativos aerébicos, retos ou levemente curvos,
apresentarem motilidade por meio de um ou mais flagelos polares e utilizam glicose
e outros carboidratos por oxidacdo, e na grande maioria sdo citocromo-oxidase
positivas (DAS et al., 2005; HILL; HENRY, 2007; SIVASAMY et al., 2016).

A producdo de biossurfactantes por bactérias do género
Pseudomonas € amplamente relatada, com destaque para as Pseudomonas
aeruginosa (Tabelas 2 e 3) (HABA et al., 2003; SANTANA FILHO, 2009), que sao as
que mais se destacam na producdo (MULLER et al., 2012). O género também ¢é
conhecido por ser um patégeno humano oportunista, principalmente a Pseudomonas
aeruginosa, que apresenta habilidade de causar sérias infeccfes e desenvolvimento
em quantidades minimas de fontes de carbono (TORTORA et al., 2012). A producéo
de ramnolipideos tem sido descrita para diferentes espécies Pseudomonas e outros
géneros (Tabela 2). No entanto, mais atencdo tem sido dada para as cepas de
Pseudomonas aeruginosa, devido inclusive ao fato dos ramnolipideos serem um
fator de viruléncia, e a importancia desta espécie como patégeno, além da
complexidade genética e da grande versatilidade ambiental. O genoma bem anotado
da Pseudomonas aeruginosa PAO1, cepa isolada de ambiente hospitalar e
sequenciada (STOVER et al. 2000), torna promissora a sua manipulacdo genética.
Esta espécie apresenta um grande potencial para aplicacdo biotecnoldgica (REIS,
2008), com destaque para a propria cepa PAOL, considerada um modelo para a
producéo de ramnolipideos (MULLER, et al., 2010, 2012).

Tabela 2 - Diferentes espécies de Pseudomonas e outros género descritos como

produtores de ramnolipideos.

Espécies Referéncias

Pseudomonas putida BONILLA et al., 2005; JOHANN et al., 2016
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Espécies Referéncias

) CAMILIOS-NETO, 2010; RAMIREZ et al.,
Pseudomonas aeruginosa

2016
Pseudomonas alcaligenes OLIVEIRA et al., 2009
Pseudomonas chlororaphis GUNTHER et al, 2006
Pseudomonas clemancea; P. collierea RAHMAN et al., 2009

Pseudomonas cepacia, P. fluorescens, P.
_ _ OBASLI; ASLIM, 2009
luteola, P. shutzeri, P. teessidea

Pantoea, Acinetobacter, Enterobacter RONEY et al., 2009

ANDRA et al., 2006; DUBEAU et al., 2009;
HAUSSLER et al.1987.

Burkholderia

Pseudoxanthomonas NAYAK et al., 2009

Fonte: o proprio autor

Tabela3- Diferentes cepas de Pseudomonas aeruginosa utilizadas para a

producédo de ramnolipideos.

Cepas de Pseudomonas aeruginosa Referéncias
ZJu211 LONG et al., 2016
R25, R21 e R7 TAHSEEN et al., 2016
AK6U ISMAIL et al., 2015
MSIC02 SOUSA et al., 2014
CCMICS 106 e 109 DAMIAO, 2012
ATCC 9027 ALMEIDA, 2011
UFPEDA 614; PAO1 CAMILIOS-NETO, 2010

PAO1 MULLER et al., 2010




24

Cepas de Pseudomonas aeruginosa Referéncias
P029-GVIIA OLIVEIRA, 2010
LMI 6¢c e 72 COSTA, 2010
PA1 KRONEMBERGER, 2007
UFPEDA 614 MONTEIRO, 2007
LBI PIROLLO, 2006

Fonte: o proprio autor

Pseudomonas aeruginosa pode se desenvolver a partir de fontes
renovaveis tais como, 6leos vegetais, 6leo vegetal, gordura animal, efluentes de
industrias de oOleo de oliva, soro de leite e efluentes ricos em amido e entre os
substratos nao lipidicos, destacam-se o glicerol, a glucose e o manitol. Podendo ser
isolada de diferentes habitats incluindo o solo, a 4gua e plantas (HABA et al., 2003).

3.4 RAMNOLIPIDEOS

Os ramnolipideos foram inicialmente descritos como metabdlitos
secundéarios de Pseudomonas aeruginosa, produzidos e excretados no espaco
extracelular (JARVIS; JOHNSON, 1949). Estdo entre os biossurfactantes mais
estudados e promissores, apresentam excelente atividade tensoativa,
biodegradabilidade, baixa toxicidade e s&o produzidos em altas concentracdes
(HABA et al., 2003; NITSCHKE; COSTA; CONTIERO, 2011; LONG et al., 2016;
ELSHIKHA et al., 2017). Pertencem a classe dos glicolipideos e podem ser isolados
de determinados microrganismos, porém em geral sdo predominantemente
secretados por Pseudomonas aeruginosa (BAl; MCCLEMENTS, 2016; RAMIREZ et
al., 2016; LONG et al., 2016).

A composicao e as propriedades destes compostos dependem da
estirpe microbiana, condigbes de cultivo e substratos utilizados para produzi-los
(OLIVEIRA, 2010; SOBERON-CHAVEZ, 2011). S0 secretados como uma mistura

heterogénea de mono- (ramnosil- B- hidroxidecanoil- B-hidroxidecanoato) e di-
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ramnolipideos  (L-ramnosil-L-ramnosil-  B-hidroxidecanoil- [-hidroxidecanoato),
diferentes tipos de cepas de Pseudomonas aeruginosa produzem diversos
homologos estruturais de ramnolipideos. (MONTEIRO, 2007; LOVAGLIO, 2011).

Baseado nas func¢des fisioldgicas acredita-se que os ramnolipideos
sdo importantes na mobilidade celular, interacbes célula-célula, acessos aos
substratos hidrofobicos, fatores de viruléncia, expulsdo de compostos téxicos das
células e formacdo de canais de agua que sdo caracteristicos em biofilmes
(NEALSON et al., 1970; MAIER; SOBERON-CHAVEZ, 2000; DAVEY; CAIAZZA,
O’'TOOLE, 2003).

Por causa da estrutura quimica, os ramnolipideos apresentam uma
ampla gama de aplicacbes potenciais em varios setores industriais, dentre as
principais estdo: (1) Industria do petroleo, na biorremediacdo e recuperacao
melhorada do petroleo (MEOR Microbial Enhanced Oil Recovery) em que
demonstram excelentes propriedades de emulsificacdo, remocao eficiente de
petréleo bruto e de solo contaminado, além de facilitar a biorremediacdo de
derramentos de petroleo; (2) Indastria farmacéutica, produtos farmacéuticos e
terapéuticos pelo fato de serem agentes tensoativos e apresentarem baixa
toxicidade, adicionalmente apresentam propriedades antimicrobianas contra Bacillus
cereus, Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes; (3)
Indastria cosmética, como ingrediente ativo em tratamentos de pele, diminuicdo de
fibrose e tratamento de rugas; (4) Industria de produtos de higiene e limpeza, em
produtos de lavandaria, shampoos e sabdes; (5) Industria de alimentos, com
importante papel na formagéo da textura e consisténcia, bem como na solubilizagéo
de aromas e na dispersao de fase; (6) Industra agricola, na remediacdo de solos, no
controle de fitopatdgenos, como biopesticidas e para auxiliar a absorcdo de
fertilizantes e nutrientes (NITSCHKE; COSTA, 2007; COSTA et al., 2006, 2010;
RANDHAWA; RAHMAN, 2014; LIU et al.,, 2016; REDDY et al., 2016; LEE et al.,
2017; VARJANI; UPASANI, 2017).
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3.4.1 Estrutura de Ramnolipideos

Os ramnolipideos foram descritos primeiramente por BERGSTROM
et al. (1946 a, b), como um o6leo glicolipidico produzido por Pseudomonas pyocianea
crescida em glicose, denominado &cido piolipico. Ja a producédo de glicolipideos
sintetizados por Pseudomonas aeruginosa contendo ramnose em sua estrutura foi
descrita primeiramente por JARVIS e JOHNSON (1949). Os ramnolipideos séo
compostos por uma parte hidrofilica, composta por ramnose, e uma parte
hidrofdbica, por acido B-hidroxialcandico (HAA). Sua classificacdo € conferida por
conter uma (mono-ramnolipideos) ou duas moléculas (di-ramnolipideos) de ramnose
ligadas a uma ou duas moléculas de acido B-hidroxialcandico contendo de 8-14
atomos de carbonos. Os principais glicolipideos produzidos por Pseudomonas
aeruginosa séo dos tipos 1 e 2, L-ramnosil-B-hidroxidecanoil-B-hidroxidecanoato e L-
ramnosil-L-ramnosil-B- hidroxidecanoil-B-hidroxidecanoato, respectivamente (Figura
4). Até a presente data mais de 60 congéneres ramnolipidicos ja foram descritos
(ABDEL-MAWGOUD; LEPINE; DEZIEL, 2010; WOZNIAK-KARCZEWSKA, 2017;
VARJANI; UPASANI, 2017).

A composicdo da mistura de homodlogos, a presenca de
insaturacées, o comprimento da cadeia alquilica e a composicdo da porcao
hidrofilica (uma ou duas moléculas de ramnoses) podem afetar propriedades fisico-
guimicas destes compostos (MONTEIRO, 2007; LOVAGLIO, 2011). A carboxila do
acido B-hidroxialcandico confere uma caracteristica hidrofilica na porcdo hidrofébica
(Figura 4), o que fornece aos ramnolipideos um carater anidnico sobre condi¢fes de
pH apropriadas (SOBERON-CHAVEZ, 2005; LONG, B; MCCLEMENTS, 2016;
REDDY et al.,, 2016). A grande variedade estrutural deste biossurfactante esta
associada a inumeras propriedades interessantes, como a solubilizacdo de
compostos hidrofébicos, estabilizacdo de emulsdes, antimicrobianos e atividade e
complexacdo de ions e metais pesados (CHRZANOWKI; LAWNICZAK; CZACZYK,
2012; WORZNIAK-KARCZEWSKA, 2017).
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Figura 4 — Estrutura quimica dos principais homologos de ramnolipideos.
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Fonte: Adaptado de MULLIGAN (2005)

3.4.2 Biossintese de Ramnolipideos

Ramnolipideos sao metabdlitos secundéarios produzidos por
Pseudomonas aeruginosa e, por isso, sédo sintetizados quando as ceélulas entram na
fase estacionaria de crescimento. Com base na via descrita por Burger, Glaser e
Burton (1963), a biossintese desses compostos ocorre em uma sequéncia de
reacOes de transferéncia dos grupos glicosil para o 3-(3-hidroxialcanoiloxi)-alcanoato
(HAA).
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RhIA catalisa a formagdo de uma ligacdo éster entre os
intermediarios de &cidos graxos 3-hidroxialcil-ACP, formando o 3-(3-
hidroxialcanoiloxi)-alcanoato (HAA), correspondendo ao componente lipidico dos
ramnolipideos. Logo em seguida, a ramnosiltransferase | (RhIB) catalisa a formacgéao
de mono-ramnolipideo empregando como precursores (Difosfato de Desoxitimidina -
Dtdp)-L-ramnose e HAA, unindo-os por uma ligacdo O-glicosidica. Pela acdo de
RhIC é adicionado a esse complexo mais um grupo ramnosil, utilizando com
precursor outro (Dtdp)-L-ramnose, por uma ligagao a-1,2-glicosidica, formando o di-
ramnolipideo. Os principais genes que codificam a biossintese de ramnolipideos,
regulacao e inducdo das enzimas RhIA e RhIB estdo organizados em um grupo
génico em que todos os genes estdo transcritos na mesma diregdo, 5’-rhIABRI-3’
engquanto que o gene rhlC, responsavel pela adicdo do segundo grupo ramnosil ao
mono-ramnolipideo, se encontra em uma outra posicdo do cromossoma da
Pseudomonas aeruginosa, juntamente com outro gene de funcdo ainda
desconhecida (Figura 5) (ABDEL-MAWGOUD et al., 2011).

Como ja mencionado, a biossintese dos ramnolipideos em
Pseudomonas aeruginosa baseia-se em trés reacfes sequenciais catalisadas pelas
proteinas correspondentes, RhIA, RhIB e RhIC. RhIA esta associada com a sintese
de HAA durante o primeiro passo, o RhIB permite o acoplamento de ramnose em
HAA para formar mono-ramnolipideos, enquanto RhIC governa a adi¢cdo de outra
ramnose, resultando na producdo de di-ramnolipideos (MAWGOUD; LEPINE;
DEZIEL, 2010).

A regulacdo da producdo de ramnolipideos de Pseudomonas
aeruginosa, assim como de outros fatores de viruléncia desta bactéria, é coordenada
pelo aumento da densidade celular através de um processo denominado quorum
sensing (QS). O sistema QS é caracterizado pela sintese de moléculas difusiveis
que coordenam a expressao genética dependente do crescimento celular. O QS
pode ser descrito em quatro etapas: (1) sintese de moléculas sinalizadoras de
pequeno porte; (2) liberacdo dessas substancias indutoras; (3) recepcdo destas
moléculas através de células adjacentes; e (4) alteracbes na regulacdo dos genes
no momento em que ha aumento da inducdo simultanea. O QS da Pseudomonas
aeruginosa, controla centenas de genes, muitos dos quais codificam fatores de

viruléncia, entre estes 0s genes responsaveis pela sintese dos ramnolipideos
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(SANDOZ; MITZIMBERG; SCHUSTER, 2007; REIS et al., 2011; SIVASAMY et al.,
2016).

Figura5- Esquema da rota metabdlica da producéo de ramnolipideos.
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Fonte: SOBERON-CHAVEZ; LEPINE; DEZIEL (2005)

3.4.3 Producdo de Ramnolipideos

Assim como j& abordado para biossurfactantes de maneira geral, a
producdo dos ramnolipideos também apresenta altos custos quando comparada
com aos congéneres de origem quimica. Os altos custos de producdo destes
compostos estdo associados ao uso de substratos caros, a baixa produtividade e as

etapas “downstream” do processo de produgdo. Uma estratégia para minimizar este
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problema consiste na utilizagdo de substratos oriundos de fontes alternativas, de
origem renovavel e de baixo custo, associadas a obtencdo de concentracfes
elevadas de biossurfactante (HEYD et al., 2008; MULLER et al., 2012). A utilizagdo
de substratos alternativos como glicerol, borra oleosa, 0leos usados entre outros
constitui uma importante estratégia para facilitar o desenvolvimento da producéo
industrial de biossurfactantes, bem como reducéo dos custos do processo. Oleos
vegetais e residuos do refino destes estdo entre os substratos alternativos mais
utilizados na producéo de ramnolipideos (Tabela 4). A utilizacao de 6leos nativos do
Brasil como, buriti, babacu, cupuacu, maracuja, castanha-do-pard e andiroba como
fontes de carbono para Pseudomonas aeruginosa LBI proporcionaram bons niveis
de producéo de ramnolipideos (COSTA, 2010).

Tabela 4 — Comparacdo da producdo de ramnolipideos (g/L-') usando diferentes
fontes de carbono.

Producéo de Fonte Tenséo
Cepa ramnolipideos superficial CMC mg/L—l Referéncias
1 de Carbono 1
g/L- mN m-
RADZUAN;
Pseudomonas . ’
. Oleo de BANAT;
ae::liggtl)sa 0.39-0.43 palma 29 420 WINTERBUR
N, 2016
Oleo de
Pseudomonas REDDY et al.,
aeruginosa DR1 1,8 semente de 29.96 80 2016
manga
Pseudomonas Hidrolisado Ramirez et al.,
aeruginosa 29,5 de azeitona 46.6 - 2016
PAO1
Residuos de
Pseudomonas . LAN et al.,
SWP-4 13,93 oIe(_) de 24,1 - 2015
cozinha
JANEK;
Pseudomonas LUKASZEWIC
utida BD2 0,15 Glicose 31 0.13 Z,
p KRASOWSKA
, 2013
Pseudomonas SANTANA
aeruginosa 15,9 Glicerol - 15,6 FILHO, 2009

UFPEDA 614
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Producéo de Fonte Tenséo
Cepa ramnolipideos superficial CMC mg/L-l Referéncias
1 de Carbono 1
g/L- mN m-
Pseudomonas . GEORGE;
. Oleo de
aeruginosa 2,2 cbco 24,02 - JAYACHAND
MTCC 2297 RAN, 2013
TRUMMLER,;
Pseudomonas Oleo de EFFENBERG
°F 45 canola i i ER;
DSM 2874 SYLDATK,
2003
Pseudomonas Oleo de LINHARDT et
aeruginosa Ul 46 milho - - al.. 1987
29791 N

Fonte: o proprio autor

A producdo de ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa esta
sujeita ainda a outros fatores além dos mecanismos de resposta ao quorum sensing
(QS) e como o estresse por falta de nutrientes, por alteragbes no padrdo de
salinidade, temperatura, entre outros (SIVASAMY et al., 2016). A relacdo carbono-
nitrogénio (C/N) também ¢é um dos fatores que influencia diretamente na
produtividade de ramnolipideos. Diferentes relagdes C/N podem ser encontradas na
literatura, de 10 até 55 (RAZA et al., 2007; ABOUSEOUD et al., 2008). Alguns
autores relatam haver uma relacdo entre aumento da relacdo C/N e producao de
ramnolipideos (MONTEIRO, 2007; SANTANA FILHO, 2009).

A fonte de nitrogénio também é um fator importante a ser
considerado, uma vez que a limitacdo deste componente promove a sintese de
ramnolipideos em Pseudomonas aeruginosa. Segundo alguns autores a producao é
inibida na presenca de glutamina, asparagina e arginina e promovida na presenca
de nitrato, glutamato e aspartato. Condi¢coes de crescimento e fatores ambientais,
tais como temperatura, pH, agitacdo e oxigénio disponivel podem afetar o
crescimento celular, e consequentemente, a eficiéncia da producdo de
ramnolipideos. As melhores producdes de ramnolipideos ocorrerem em pH em torno
de 7,0, enquanto que em pH abaixo de 6 e acima de 8 ocorre uma reducao drastica
no crescimento bacteriano, o que leva também a uma grande diminuigdo na

producdo dos ramnolipideos (LEE et al. 2004).

Embora ainda exista muitos desafios para se alcancar a obtencdo

em larga escala de ramnolipideos, estes surfactantes microbianos sdo considerados
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como a classe de biotensoativos mais promissora em termos de produgé&o industrial.
Apresentam caracteristicas fisico-quimicas e bioldgicas peculiares e podem ser
obtidos em altas concentracbes, o que contribui para a difusdo do uso destas
moléculas, especialmente em situacdes onde o beneficio da aplicacdo supera o
custo da produgéo (DAMIAO, 2012).

3431 Glicerol como fonte de carbono

O termo “glicerol” € empregado ao composto organico puro (teor
maior que 99%) como 1,2,3 propanotriol, pertencente a fungéo alcool (homenclatura
IUPAC). O glicerol apresenta entre as fontes renovaveis de baixo custo, como um
subproduto de elevada disponibilidade da producédo de biodiesel, com tendéncia de
aumento e assim uma quantidade anual, sem um mercado direto para absorver essa
demanda (CARNEIRO, 2015).

Ao utilizar o glicerol como fonte de carbono, a fermentacdo pode
gerar um rendimento mais baixo ou pode ter uma taxa de crescimento da biomassa
menor ao comparar com a utilizacdo de outas fontes de carbono. Entretanto,
compensado com a possibilidade de producdo de metabdlitos de valor agregado,
como o acido citrico, acidos graxos poli-insaturados, etanol entre outros (ABAD;
TURON, 2012; CARNEIRO, 2015). A figura 6 mostra as vias metabdlicas de
fermentacdo do glicerol até a formacdo das moléculas de glicose e de piruvato. A
primeira rota consiste em desidrogenar o glicerol, formando 0 composto
dihidroxiacetona que, ap6s sofrer fosforilacdo pode ser convertido a piruvato, que
possibilita a producéo de metabdlitos de valor agregado. A segunda rota demonstra
a formacédo da glicose a partir da molécula de glicerol podendo seguir para a glicolise
depois de oxidado a dihidroxiacetona fosfatada. (SILVA; MACK; CONTIERO., 2009;
CLOMBURG; GONZALEZ, 2013).



33

Figura 6 - Vias metabdlicas de fermentacado do glicerol.
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Fonte: Adaptado de CARNEIRO (2015) e LOVAGLIO et al.(2015)

3.5 APLICACOES ECONOMICAS DOS RAMNOLIPIDEOS

Os biossurfactantes, nos ultimos anos, tém atraido grande interesse
como uma tecnologia alternativa aos surfactantes sintéticos, principalmente, por
apresentarem superior aceitabilidade ecoldgica e inocuidade a saude humana.
Embora os ramnolipideos sejam efetivos surfactantes, o custo de producado estimado
para estes compostos é ainda muito alto quando comparado aos congéneres de
origem quimica (CAMILIOS-NETO et al.,, 2011). O crescimento da importancia
industrial dos biossurfactantes € apresentado nos dados divulgados pela Global

Market Insights, Inc (2016), que mostram que, em 2015, o mercado de
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biossurfactantes gerou mais de 1,7 bilhdes de ddlares, e o volume global da
indastria deve superar 520 mil toneladas até 2023 com mais de 2,6 bilhdes de
dolares, alcancando uma taxa de crescimento anual composta (CAGR) de 4,2%, e

especificamente para os ramnolipideos de 7,5%.

Deste modo, aumentar a produtividade, bem como a escala de
producdo para alcancar a producao industrial de biossurfactantes é urgentemente
desejado, e entre os biossurfactantes, os ramnolipideos sdo os mais promissores
(RANDHAWA; RAHMAN, 2014; LONG et al., 2016). Segundo estimativas, para
competir economicamente com os detergentes sintéticos (surfactantes quimicos) o
custo de producédo dos congéneres de origem biolégica deve ser reduzido para US $
2,11 por litro. Um processo industrial que atinja a maior producédo de ramnolipideos
ja reportada (um pouco mais de 100 g/L) ja seria competitivo. O preco de mercado
atual dos ramnolipideos (vendidos como padrdo cromatografico) € de $ 227/10 mg
(Sigma-aldrich) e US $ 200/10 mg (AGAE Tecnologias, EUA) (RANDHAWA;
RAHMAN, 2014). Por outro lado, a companhia americana Logos Technologies
oferece uma linha de surfactantes de origem biol6gica (NatSurFact®) para uso em
higiene pessoal e doméstica com precos a partir de $ 300,00 délares americanos por
litro de uma solugdo aquosa de ramnolipideos de concentracdo 50 g%
(www.natsurfact.com, 2017).

3.6 INFLUENCIA DA AERACAO E PROFUNDIDADE DE LEITO NO MEIO DE CULTIVO

A maneira prioritaria e mais eficiente para a Pseudomonas
aeruginosa gerar grande quantidade de energia € através da utilizacdo do oxigénio,
porém também pode utilizar nitrato sob condi¢cdes anaerdbicas com a desnitrificagdo
(HERNANDEZ; DIAS; ROWE, 1991). Microrganismos aerébios dependem da oferta
e disponibilidade de oxigénio no meio de cultivo, necessitam de oxigénio disponivel
para sobrevivéncia, proliferacdo e produgdo dos metabdlitos desejados (CAMPESI,
2007). Assim a disponibilidade de oxigénio para as células apresenta um grande
impacto para o processo (SILVA et al., 2001). Existe uma forte correlagdo entre a
taxa de transferéncia de oxigénio e a taxa de crescimento do microrganismo. Deste

modo, como 0 oxigénio possui baixissima solubilidade em agua, é preciso oferta-lo
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constantemente no meio de cultivo para suprir a demanda celular (SCHMIDELL;
FACCIOTTI, 2001).

A obtencéo de altas concentracdes do metabdlito desejado, depende
da capacidade de transferéncia de oxigénio para a fase liquida, principalmente
guando a concentracdo celular for elevada, e pode ser interessante submeter as
células a um volume constante de meio de cultivo (SCHMIDELL; FACCIOTTI, 2001),
eliminando gastos adicionais de energia com agitacdo e promovendo um aumento
na capacidade de transferéncia de massa e calor (SCARTAZZINI, 2001).

Dessa forma, é de fundamental importancia a transferéncia de
oxigénio em processos fermentativos aerdbicos, para proporcionar dissolucao e
consequente disponibilidade de oxigénio para microrganismo. Adicionalmente, a
obtencdo de elevadas concentracbes de bioprodutos de interesse, depende
totalmente da capacidade de se transferir oxigénio pela fase liquida (AIBA et al.,
1973; SILVA et al., 2001).

3.7 FORMAS ALTERNATIVAS DE PRODUGAO

Os estudos de producdo de ramnolipideos vem sendo conduzidos
predominantemente por fermentacdo submersa, porém um relevante problema
durante a producdo vem sendo notado tanto em reatores pilotos como em larga
escala quando utilizados para produzir tensoativos. Esses processos de fermentacao
sdo mantidos com agitacdo e aeracdo forcada, desta forma quando o
biossurfactante comeca a ser produzido, hd grandes quantidades de espuma
gerada. Com a presenca de espuma a fermentacao fica seriamente prejudicada pela
perda de biomassa, nutrientes e produtos contidos na espuma que saem do reator, 0
que diminui os indices de producdo ou em casos extremos inviabilizam o processo
(LEE; KIM, 2004; YEH et al., 2006; CAMILIOS NETO, MITCHELL, KRIEGER, 2010).

Com a finalidade de combater a formacdo de espuma na
fermentacdo submersa duas estratégias tém sido utilizadas: a “quimica”, que
envolve a adigdo de agentes antiespumantes no meio de cultivo ou “mecanica”, que
envolve o uso de aparelhos projetados para quebrar a espuma. No entanto, estas

estratégias apresentam um elevado custo e ndo sdo completamente eficientes, o
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que tem contribuido para falta de processos de producdo em escala comercial de
ramnolipideos (KRIEGER; CAMILIOS NETO; MITCHELL, 2010).

Como ja abordado, a principal dificuldade na producdo em grande
escala de biossurfactantes é o custo elevado quando comparado com tensoativos
quimicos (BORAH et al, 2015). Baseado nessas adversidades, métodos inovadores
para producdo de ramnolipideos vem sendo estudados, condicbes em que a
fermentacdo ocorre de forma estatica ajudam a reduzir o custo e ainda evitam a
formacdo de espumas (CAMILIOS-NETO et al.,, 2017; VIGNOLI et al.,, 2017),
fermentacdes em estado solido também vem sendo utilizada para se evitar a
formacao de espumas e diminuir o custo de producdo através de uso de substratos
de baixo custo (CAMILIOS-NETO et al., 2011). Os custos operacionais podem ser
reduzidos utilizando-se cepas selvagens ou mutantes que apresentem maior
habilidade de producédo. A possibilidade de obtencdo de co-produtos incluindo
enzimas também pode ser uma solucdo atraente para aumentar o lucro
(RANDHAWA; RAHMAN, 2014).

3.8 MEMBRANA DE CELULOSE BACTERIANA

Em 1886, Brown relatou pela primeira vez a bactéria gram-negativa
Gluconacetobacter xylinus (atualmente renomeado para Komagataeibacter xylinus),
ao notar sobre a cultura estatica o aparecimento de uma manta gelatinosa formada
na superficie do caldo fermentado para a producdo de vinagre. A analise da
composicdo da membrana de celulose bacteriana (MCB) mostrou que esta é
guimicamente idéntica a celulose vegetal (BROWN, 1886; WATANABE et al., 1993;
OLIVEIRA et al., 2017).

A MCB é branca, cristalina, resistente a ruptura, flexivel,
semitransparente e permedvel a agua. Composta de estruturas ultrafinas de celulose
que aprisionam grande quantidade de agua, com um teor >99% (WATANABE et al.,
1993). As MBC sao polissacarideos naturais com composi¢cédo quimica formada por
mondmeros de D-glicose unidos por ligages glicosidicas $-(1,4), conhecidas como
celobiose (Figura 7) (SAXENA; BROWN JR, 2008; OLIVEIRA et al., 2017).

Assemelham-se a uma matriz extracelular natural, exibindo propriedades vantajosas,
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e ao contrario da celulose vegetal, sdo uma forma pura de celulose sem materiais
celulares residuais, como a hemicelulose, pectina, lignina e proteinas (OLYVEIRA et
al., 2017; WANG et al., 2017).

Figura 7 — Formula estrutural da celulose com suas ligagGes glicosidicas B-(1-4).
Entre colchetes destaca-se a celobiose, unidade basica de repeticdo na

cadeira.
CH.OH ™ HO OH CH.OH 7 HO OH
\J O | . \ : s}
OH /
{ CH,OH HO o J CH,OM
n

Fonte: SAXENA; BROWN JR (2008)

Estas caracteristicas das MCB sugerem que utilizacdo pode ser
adequada para aplicagcbes em culturas de célula, que sdo amplamente utilizadas
para a producdo de varias substancias como ferramenta para pesquisa em
diferentes areas, como na biologia molecular (BRANDLY et al., 1987; WATANABE et
al., 1993; ARAUJO; TISCHER; CAMILIOS-NETO, 2015; FARIA-TISCHER et al.,
2016).

Dado o grande potencial de mercado dos surfactantes de origem
biolégica e o conjunto de caracteristicas positivas apresentadas pelos ramnolipideos,
muita atencdo devera ser dada para obtencdo industrial deste composto nos
proximos anos. Assim, esforcos para o desenvolvimento de processos de menor
custo e 0 aumento na escala de processo sdo necessarios para atender as futuras
previsdes do mercado de biossurfactantes (RANDHAWA; RAHMAN, 2014).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

Neste tépico sdo apresentados o0s materiais utilizados para o
desenvolvimento do presente trabalho e as metodologias empregadas. Sao
descritas as técnicas utilizadas para a conducdo e para o acompanhamento dos
cultivos, realizadas no Laboratoério de Bioquimica e Biotecnologia (UEL).

Na figura 8 € apresentado um fluxograma com a metodologia, a lista
com os principais produtos quimicos utilizados na realizacdo dos experimentos é

apresentada na Tabela 5.

Tabela 5 - Materiais utilizados na realizagcdo dos experimentos.

Item utilizado Fabricante
Triptona Acumedia
Extrato de Levedura Reatec
NacCl Synth
Agar Himedia
KH,PO, Nuclear
K,;HPO, Nuclear
MgS0O,.7H,0 Nuclear
(NH4)SO, Biotec
Glicerol Vetec
Cloroférmio Synth
Metanol Synth
4.1.1 Microrganismo

O microrganismo utilizado foi a cepa de Pseudomonas aeruginosa
PAO1, isolada originalmente na Australia, a partir de feridas humanas infectadas
(HOLLOWAY, 1955). PAOL1 é a cepa de Pseudomonas aeruginosa mundialmente
mais utilizada em estudos laboratoriais, apresenta o genoma sequenciado, publicado
(STOVER et al.,, 2000) e muito bem anotado. Também foi utilizada a cepa de

Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 614, originalmente isolada de uma planta
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Figura 8 - Fluxograma da metodologia.

Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 614 Pseudomonas aeruginosa PAO1

Y

CSb CSbE CSbE-MCB CSbE-CV

Y

Quantificacdo dos Ramnolipideos

/

CSbE-MCB - Volumes Iniciais:

Pseudomonas aeruginosa PAO1

— (Altura de Leito) —» Quantificagdo dos Ramnolipideos
CSbE-MCB - Volume Inicial: 10 mL
2,3,5,810,15e 20 mL
| | /
! CSbE-MCB
o 3 mL
TS CMC Determinacgéo da \

Mistura de Congéneres

Estratégias para 1 a producao



40

petroquimica em Canto do Amaro, Rio Grande do Norte, gentilmente cedida pelo
Departamento de Antibidticos da Universidade Federal do Pernambuco. Ambas as
cepas foram mantidas em meio liquido Luria-Bertani (LB) (composicao por litro: 10 g
triptona, 5 g extrato de levedura e 10 g de NaCl) adicionado de glicerol (20 %, v/v) e

estocada a -80 °C.

4.1.2 Preparo do Pré-Inéculo

Os pré-indéculos foram realizados em frascos Erlenmeyers de 125
mL contendo 25 mL do meio LB, inoculados com 3-5 colonias de PAO1 proveniente
de placas de meio LA [LB adicionados de 1,5 % (m/v) de agar] e incubados por 12-
16 h a 37 °C/200 rpm. Os in6culos foram realizados em frascos Erlenmeyers de 125
mL contendo 25 mL do meio LB, inoculados com o pré-indculo em uma proporcao de
2 % (v/v) e incubados, em agitador orbital, a 37 °C por 5-6 h sob agitacdo de 200
rom. O crescimento bacteriano durante o preparo do indculo foi acompanhado pela
determinacao da absorbancia do meio de cultivo a 600 nm (D.O. 600 nm), e utilizado

como in6culo quando a D.O. 600 nm encontrar-se entre 0,6 e 0,8.

4.1.3 Cultivos Submersos (CSb)

Os ensaios de CSb foram realizados em frascos Erlenmeyers de 125
mL, contendo 25 mL de meio cultivo (MMG3), composto de sais (contendo por litro:
3,0 g KH2POy; 7,0 g KoHPO4; 0,2 g MgS0,4.7H,0 e 1,0 g (NH4).SO,4) acrescentado
de glicerol (3% v/v). Os meios foram esterilizados por 15 min, a 121 °C, resfriados e
inoculados com o pré-indculo em uma proporgédo de 2 % v/v. Os meios inoculados

foram incubados em agitador orbital a 37 °C/200 rpm.
4.1.4 Cultivos Submersos Estéticos (CSbE)
Os ensaios de CSbE foram realizados em frascos Erlenmeyers 125

mL, contendo 3-17 mL de meio MMG3. Os meios foram inoculados com o pré-

in6culo em uma proporgéo de 2 % (v/v) e incubados a 37 °C.
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4.1.5 Cultivos Submersos Estaticos em Suporte de Membranas de Celulose
Bacteriana (CSbE-MCB)

Os ensaios de CSbE-MCB foram realizados em frascos Erlenmeyers
125 mL, contendo 1 membrana de celulose bacteriana Umida, obtida como descrito
(GOELZER et al.,, 2009). As membranas de celulose bacteriana apresentam
aproximadamente 80 mm de didametro e 1 mm de espessura. As membranas foram
esterilizadas por 20 min, a 121 °C, resfriadas e inoculadas em uma proporcao de 2
% de volume de in6culo em volume de meio MMG3. Os volumes de meio utilizados

por membrana variaram de 1 a 20 mL.

4.1.6 Cultivos Submersos Estaticos em Suporte de Celulose Vegetal (CSbE-
CV)

Os ensaios de CSbE-CV foram realizados em frascos Erlenmeyers
125 mL, contendo de 1 a 3 membrana de celulose vegetal. As membranas de
celulose vegetal (papel germitex) apresentam aproximadamente 80 mm de diametro
e 1 mm de espessura. As membranas foram esterilizadas por 20 min, a 121 °C,
resfriadas e inoculadas em uma proporcao de 2 % de volume de inéculo em volume

de meio MMG3. Os volumes de meio utilizado por membrana variaram de 3 a 10 mL.

4.1.7 Cultivos Submersos Estaticos em Suporte de Membranas de Celulose
Bacteriana com Oleo de Soja (CSbE-MCB_1%0S)

Os ensaios de CSbE-MCB_1%0S foram realizados como descrito

no item 4.1.5, acrescentado de 1% (v/v) de 6leo de soja.

4.1.8 Cultivos Submersos Estéaticos em Suporte de Membranas de Celulose
Bacteriana com Extrato Aquoso de Torta de Milho (CSbE-MCB_EA-
™)

Os ensaios de CSbE-MCB_1%EA-TM foram realizados como
descrito no item 4.1.5, acrescentados de extrato aquoso de torta de milho (1:1 v/v),

acrescentados com glicerol em diferentes proporgdes, sendo elas 3%, 6% e 9%. A
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torta de milho utilizada no presente trabalho, foi gentilmente cedida pelo Moinho
Caramuru situado no municipio de Apucarana, estado do Parana. Este subproduto
foi inicialmente triturado em moinho de bancada e tamisada em 20 mesh (8,41 mm)
para maior homogeneizacdo. Em seguida realizada extracdo aguosa em autoclave
(121 °C/ 20 minutos), em uma propor¢ao de 10:60 (m/v) de agua para torta de milho,
em seguida, centrifugada a 4.000 rpm por 20 minutos, e o sobrenadante (extrato

aguoso da torta de milho).

4.2 METODOS ANALITICOS

421 Determinacéo do Crescimento Bacteriano do Pré-Indculo

O crescimento bacteriano foi acompanhado utilizando o
espectrofotometro Genesys 6 UV-Vis, pela determinacédo da absorbancia do meio de

cultivo a 600 nm.

422 Extracdo dos Ramnolipideos

Os ensaios de CSbE-MCB foram interrompidos, apos 9 dias, e submetidos
a extracao dos ramnolipideos com agua destilada em agitador orbital a 200 rpm, por
30 minutos e em temperatura ambiente. Os extratos resultantes, assim como as CSb
e CSbE foram centrifugados a 2.500 g a 25 °C por 10 minutos. Os sobrenadantes
livre de células foram submetidos a extracdo com CHCI3:CH30H (3:1) e os
ramnolipideos recuperados na fragdo organica. Os ramnolipideos recuperados foram

solubilizados em agua destilada.
4.2.3 Quantificagdo dos Ramnolipideos
A quantificacdo indireta dos ramnolipideos foi feita pelo método de

fenol-sulfarico (DUBOIS et al. 1956) utilizando uma curva padrdo com ramnose. Foi

utilizada a fracdo organica solubilizada em agua item 4.2.2.
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4.2.4 Determinacéo da Tensao Superficial (TS)

A medida da tensdo superficial foi realizada, dos ramnolipideos
recuperados na fracdo organica solubilizada em agua (item 4.2.2), utilizando-se um
tensibmetro Kriss Processor Tensiometer modelo K12 (Hamburgo, Alemanha). As
andlises foram feitas pelo método do anel, utilizando um anel de platina denominado
anel de Du Nouy. Neste método, a amostra € colocada em um recipiente do
aparelho, com o anel inicialmente submerso. A forca adicional exercida sobre o anel
no momento em que a lamina do liquido se rompe da a medida da tensao superficial
(CAMILIOS NETO et al., 2009). As condi¢des de analise padronizadas para todos 0s
ensaios foram: volume médio da amostra de 40 mL e temperatura ambiente. O
equipamento foi calibrado sempre no inicio e término das analises, medindo-se a

tensdo superficial da 4gua destilada.

4.2.5 Determinacéo da Concentracédo Micelar Critica (CMC)

A determinacdo da CMC, segundo técnica descrita por Sheppard e
Mulligan (1987). Foi realizada medindo-se a tensdo superficial através de diluicdes
sucessivas (com agua destilada) dos ramnolipideos recuperados na fracdo organica
solubilizada em agua destilada (item 4.2.2). Dessa forma, foi construido um grafico
plotando-se a tensédo superficial (item 4.2.4) medida contra a concentracdo de
ramnolipideos, onde a CMC corresponde ao ponto central de inflexdo da curva. As
medidas de tensao superficial foram determinadas até que os valores obtidos se

aproximassem da tenséo superficial da agua destilada (70-72 mN/m).

4.2.6 Determinac&o do indice de Emulsificacéo (E)

O indice de emulsificagdo (E) dos ramnolipideos recuperados na
fracdo organica solubilizada em agua destilada (item 4.2.2). Foi determinado
segundo a metodologia descrita por Cooper e Goldenberg (1987). Em tubos de
ensaio com tampa de rosca, foram distribuidos 6 mL de diferentes hidrocarbonetos
(querosene, tolueno, gasolina e diesel), posteriormente, foi adicionado 4 mL de

solucdo aquosa de ramnolipideos. Cada tubo foi entdo submetido a agitagdo em



44

vortex (rotagdo maxima) por 2 minutos. O indice (E) foi determinado de acordo com
a equacao 1. As medidas foram realizadas apos 24 h e 720 h.

E = altura da camada emulsionada (cm) x 100

altura total do liquido (cm) (Equacéao 1)

4.2.7 Determinacdo da Mistura de Congéneres de Ramnolipideos
Produzidos por Submerso Estatico em Suporte de Membrana de
Celulose Bacteriana Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometria
de Massas (LC-QTOF)

As amostras foram analisadas em Espectrometro de Massas LC-
QTOF, em modo negativo, marca Bruker modelo Compact acoplado a Cromatégrafo
Liquido Shimadzu Prominence UFLC utilizando coluna Michron Magic-C18, 150 mm
X 2,00 mm, 5mm. As amostras foram extraidas como descrito no item 4.2.2 e
solubilizadas em metanol. As condi¢des de analise foram: energia do capilar de 2,45
kV, e energia do cone de 43 V. Para aquisicdo dos espectros foi utilizada uma faixa
de m/z de 200 a 800. As abundancias relativas (%) da mistura de ramnolipideos
foram calculadas pela integracdo da intensidade relativa de seus correspondentes

ions pseudomoleculares.

4.2.8 Cromatografia Liquida em Camada Delgada (CCD)

Os ramnolipideos recuperados na fracdo orgéanica solubilizada em
metanol foram submetidos a cromatografia em camada delgada (CCD) sobre silica
(DC-Fertigfolien ALUGRAM® Xtra SIL  G/UVgy4, 20x20cm), sendo o
eluente composto por uma mistura de cloroférmio, metanol e &cido
aceético (65:15:2). A presenca dos ramnolipideos foi identificada com a utilizacdo de
revelador especifico para carboidrato, orcinol aquecido a 100 °C por 5 minutos
(SKISPISKI, 1975).
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4.2.9 Microscopia Eletronica de Varredura

Foram realizadas anélises de de varredura nas Membranas de
Celulose Bacteriana colonizadas por PAOL, através de microscopia eletrénica de
varredura em microscoépio Philips Quanta 200 (Centro de Microscopia da UEL). Para
andlise, uma pequena por¢cdo de cada membrana foi presa em um suporte com

auxilio de fita de carbono e recobertas de carbono e ouro.

4.2.10 Anélise de volume residual

Foi realizado uma analise do volume de meio de cultivo do sistema a
fim de observar a perda/velocidade de ressecamento média entre os dias 6 e 8 da
cinética de producdo de ramnolipideos por cultivo submerso estativo em suporte de

membrana de celulose bacteriana.
4.2.11 Quantificacdo da Biomassa
A biomassa obtida ap6s a centrifugacdo foi ressuspendida em

solucao salina (0,9 % m/v), distribuiu-se em aliquotas de 1 mL em tubos previamente

tarados. Estes foram levados a estufa (70 °C), até atingir peso constante.



46

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ESTUDOS PRELIMINARES DE PRODUCAO DE RAMNOLIPIDEOS POR
PSEUDOMONAS AERUGINOSA EM SUPORTE DE MEMBRANA DE CELULOSE

BACTERIANA

Experimentos preliminares de producdo de ramnolipideos por
cultivos submersos estaticos utilizando membranas de celulose bacteriana (CSbE-
MCB) apresentaram resultados muito promissores (Tabela 6). Quando comparados
aos outros dois processos de producdo de ramnolipideos [i.e., cultivos submersos
(CSb) e cultivos submersos estaticos (CSbE)], a utilizacdo de membrana de celulose
bacteriana apresentou valores de producdo até 4 vezes superior, indicando a

viabilidade do sistema para qualquer umas das cepas testadas (Tabela 6).

Tabela6 - Comparacdo da producdo de ramnolipideos de Pseudomonas
aeruginosa UFPEDA 614 (30 °C) e PAOl1l (37 °C) por -cultivos
submersos estaticos com membrana de celulose bacteriana, cultivos

submersos e cultivos submersos estaticos, por um periodo de 9 dias.

Ramnolipideos (g/L)* Ramnolipideos (g/L) #

Cultivos UFPEDA 614 PAO1
CSbE-MCB 3,740,11 3,740,12
CSbE 1,4+0,04 2.5+0,04
CSh 0,8+0,04 2.0+0,16

 Concentragbes de ramnolipideos sdo médias de triplicatas *desvio padrdo. A sigla CSbE-MCB
indica cultivo submerso estatico com suporte de membrana de celulose bacteriana, CSbE indica
cultivo submerso estatico e CSb indica cultivo submerso com rotagéo de 200 rpm.

PAO1 ¢é a cepa referéncia de Pseudomonas aeruginosa
mundialmente utilizada em estudos laboratoriais, adicionalmente apresenta o
genoma sequenciado (STOVER et al., 2000) e muito bem anotado. Os experimentos
deste ponto em diante foram conduzidos com esta cepa e a temperatura de 37 °C, ja
gque esta € a temperatura recomendada para esta cepa. A utilizacdo de PAO1 nos
possibilitara comparar nossos resultados com um grande numero de trabalhos

encontrados na literatura cientifica, incluindo aqueles que tratam da patogenicidade
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desta bactéria (note que os ramnolipideos também estdo relacionados com a
viruléncia desta bactéria).

5.2 AVALIAGAO DO PADRAO DE ADESAO CELULAR NA MEMBRANA DE CELULOSE

BACTERIANA POR MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

A Figura 9 mostra micrografias eletrbnicas de varredura de MCB
colonizadas por PAO1 e uma MCB controle (ndo colonizada). CSbE-MCB de 48
horas e MCB-controle foram submetidos a analises de microscopia eletrénica de
varredura. Na Figura 9-A podem ser vistas as fibras de celulose de uma MCB
(controle) submetida ao mesmo tratamento das membranas utilizadas no processo
de producdo de ramnolipideos (i.e., esterilizacdo por 20 min, a 121 °C e 1 ATM).
Enquanto, 9-B, -C e -D mostram MCB utilizadas no processo de producdo de
ramnolipideos apos 48 h de cultivo. As setas em 9-B indicam "depressdes"” na MBC
caracteristicas de pontos de colonizacdo. Em 9-C pode ser visto um dos pontos de
colonizacdo mostrado com maior magnitude de aumento. Finalmente, em 9-D é
possivel, em uma magnitude de aumento ainda maior (50.000x), visualizar
Pseudomonas aeruginosa que estdo em maior contato com a MCB e se aderiram
fortemente nas fibras de celulose (setas brancas indicam células bacterianas
enguanto as setas pretas indicam fibras de celulose).

Baseados nos resultados obtidos com a microscopia eletrbnica de
varredura ndo é possivel inferir nenhum tipo de conclusdo acerca da possivel
formacao de biofilme de PAO1 sobre as MCB. No entanto, pode-se inferir que a
adesdo das células de PAOl1 as MCB é fraca e que provavelmente os
procedimentos de preparado das amostras para microscopia sejam suficientes para
desprender a maior parte das células. Vale lembrar que os ramnolipideos sao
conhecidos como agentes desagregantes de biofilme (ZHENG, et al., 2017), assim
seria esperado que condicdbes que propiciem altos niveis de producdo de

ramnolipideos propiciem baixa formacao de biofilme.
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Figura 9 - Micrografias eletrébnicas de varredura de membranas de celulose

bacterianas colonizadas ou ndo por Pseudomonas aeruginosa PAOL.

500.0pm

Dout

(A) Controle (aumento de 10.000x), fibras de celulose de uma MCB submetida a esteriliza¢éo por 20
min, a 121°C e 1ATM; (B) pontos de colonizagdo de PAO1 com 48 horas de cultivo (aumento de
200x), setas indicam depressdes caracteristicas de ponto de colonizacdo de PAO1; (C) ponto de
colonizacéo de PAO1 com 48 horas de cultivo (aumento de 6.000x); (D) PAO1 fortemente aderidas as
fibras de celulose bacteriana (aumento de 50.000x), setas brancas indicam células de PAO1
enquanto as setas pretas indicam fibras de celulose.

Através da PAO1 transformada com plasmideo que expressa
proteina fluorescente verde (GFP) (ver sugestdes para experimentos futuros, item
7.3), € possivel realizar a determinacdo da cinética de adesao e possivel formacéao
de biofiime, e a adesdo sobre as MCB acompanhada por microscopia de
fluorescéncia e por microscopia confocal utilizando sistema de filtros FITC (emisséo
525 nm e excitacdo 490 nm). A possivel visualizagdo de preparados “a fresco” pode
facilitar a visualizacdo de células ndo fortemente aderidas ou mesmo biofilmes

também nao fortemente aderidos.
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5.3 CARACTERIZACAO DAS PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS E ESTRUTURAIS DOS
RAMNOLIPIEOS PRODUZIDOS POR CULTIVOS SUBMERSOS ESTATICOS COM

MEMBRANA DE CELULOSE BACTERIANA

Neste tOpico serdo descritas as caracterizagcbes fisico-quimicas
como a determinacdo da tensdo superficial e concentracado micelar critica (CMC), a
determinacdo do indice de emulsificacdo, e as caracterizacdes estruturais, como
cromatografia em camada delgada (CCD) e a determinacdo de congéneres de
ramnolipideos por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-
QTOF) do extrato bruto das amostras de ramnolipideos produzida por cultivos

submersos estaticos com membrana de celulose bacteriana.

5.3.1 Determinacédo da Tensao Superficial (TS) e Concentracao Micelar Critica
(CMC)

A CMC dos ramnolipideos obtidos pelo presente processo (CSbhE-
MCB) foi determinada em funcdo da medida da tensdo superficial (mN/m) de
diluicbes sucessivas de solucdo aquosa do extrato organico concentrado de
ramnolipideos (Grafico 1). Construindo-se um gréfico da tensdo superficial medida
contra a concentracdo de ramnolipideos, obteve-se graficamente a CMC, que
corresponde ao ponto central de inflexdo da curva. Observa-se que a tensédo
superficial da dgua diminuiu de 72 mN/m para aproximadamente 32 mN/m quando
se empregou uma concentracdo de biossurfactante de 42,3 mg/L. Maiores
concentracfes de biossurfactante ndo apresentaram grande influéncia na variacao
da tensao superficial do meio, dessa forma o valor de CMC do biossurfactante em
meio aquoso corresponde a 42,3 mg/L (Grafico 1). A concentracdo micelar critica
(CMC) é definida como a concentracdo minima de surfactante em solugéo
necesséria para formacéo de micelas, € um importante parametro para avaliacdo da
eficiéncia de surfactantes, qguanto mais eficiente for este, menor serd a CMC.

Em linhas gerais, a mistura de ramnolipideos obtidas no presente
processo apresentou uma CMC que se enquadra com os melhores resultados de
CMC para ramnolipideos encontrados na literatura cientifica. Em que as
Pseudomonas sdo capazes de reduzir a tensédo superficial da agua a valores entre

25 a 30 mN, apresentando sua CMC entre 10 e 200 mg/L, dependendo das
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diferentes fontes microbianas, das condicdes de pH e da salinidade do meio.
Entretanto, os ramnolipideos ndo sdo os biossurfactantes mais eficazes para uma
maior reducdo da tensao superficial ou menor CMC, se destacam por apresentarem
alta atividade emulsificante e uma pequena atividade antimicrobiana (MULLIGAN,
2005; (APARNA; SRINIKETHAN; HEDGE, 2011).

Gréafico 1 - Determinacdo da concentracdo micelar critica (CMC) a partir de
diluicdes seriais de solucdo aquosa de ramnolipideos produzidos por

cultivo submerso estéatico em suporte de celulose bacteriana.
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5.3.2 Determinac&o do indice de Emulsificacéo (E)

O indice de emulsificacdo (E) expressa a capacidade dos
biossurfactantes emulsificarem compostos hidrofobicos, classificando-se como uma
das formas utilizadas para caracterizar o poder emulsificante de um surfactante. Um
critério obedecido para ser considerado como bom emulsificante é a capacidade de
formar emulsdo com o hidrocarboneto e essa se manter acima de 50 % por 24 horas
ou mais (WILLUMSEN; KARLON, 1997).

Solugbes aquosas da mistura de ramnolipideos, com concentragfes

de 0,1 e 0,05 g/%, foram utilizadas para avaliagédo do IE de 24 horas (E24) (Figura 10
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e Gréfico 2). Os ensaios apresentaram um excelente poder de emulsificacdo, em
que a mistura de ramnolipideos, obtida neste processo de producdo, mostrou maior
poder emulsificante para o querosene. O Ey4 para o querosene foi superior a 80 %
para a concentracdo de 0,1 g/%, e uma leve diminuicdo do E»4 foi observada na
concentracdo de ramnolipideos de 0,05 g/%. O Ej, para 6leo diesel foi de
aproximadamente 65%, para a solucdo mais concentrada, enquanto que a solucao
menos concentrada ndo foi capaz de formar emulsdo. O E»4 para hexano ficou um
aparentemente em 60% para ambas as concentracdes do biossurfactante. Enquanto
que os menores E4 foram para gasolina, proximo de 50 % para a concentracéo de
0,1 g/% e aproximadamente 45% para a concentracao de 0,05 g/%.

Figura 10 — Teste de emulsificacdo para hexano, querosene, gasolina e diesel, nas
concentracdes de 0,1 g/% e 0,05 g/%.
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Gréafico 2- Indice de emulsificacdo (E) frente a diferentes hidrocarbonetos, de
ramnolipideos produzidos por cultivo submerso estatico em suporte de

celulose bacteriana.
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Barras brancas concentracao de ramnolipideos 0,1 g% e barras pretas concentracdo de
ramnolipideos 0,05 g%. Valores de médias obtidas a partir de triplicatas + desvio padréo.

Diferentes cepas de Pseudomonas produzem misturas de
ramnolipideos que apresentaram indice de emulsificacdo entre 12 e 64 % (HABA et
al., 2000). Misturas de ramnolipideos produzidas por Pseudomonas aeruginosa
UFPEDA 614 apresentaram resultados semelhantes com E4 de 83 % para gasolina,
73 % para Oleo diesel e 44 % para querosene, por cultivos em estado sélido (MEIRA
2007; CAMILIOS NETO et al., 2009) e cultivos submersos (MONTEIRO et al., 2007),
ambos utilizando glicerol como fonte de carbono. indices de emulsificacdo (E) entre
70 % e 80 % para o querosene com ramnolipideos produzidos a partir de 6leo de
semente de uva e Oleo de girassol (WEI et al., 2005), enquanto 63,5 % a partir de
ramnolipideos obtidos por cultivos submersos utilizando glicerol como fonte de
carbono (SOUSA et al., 2014). A mistura de ramnolipideos obtidas por CSbE-MCB
apresentou bom poder emulsificante e encontra-se dentro a média dos resultados
obtidos na literatura O presente resultado sugere que os ramnolipideos obtidos por
esta tecnologia fermentativa pode substituir os obtidos pelos processos usuais sem

nenhuma perda da propriedade tensoativa.
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5.3.3 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

A presenca dos dois componentes majoritarios, mono-ramnolipideos
(RL1) e di-ramnolipideos (RL2) produzidos através de CSbE-MCB foram
visualizados por cromatografia em camada delgada (CCD) (Figura 11). O extrato
bruto de misturas de ramnolipideos obtido de CSbE-MCB com volume inicial de meio
de 10 mL podem ser visualizados através da intensidade dos spots obtidos na CCD
(Figura 11). A maior proporcéo de RL2 (spots mais préximos da linha de aplicacdo),
foi confirmada através da cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa
(LC-QTOF) (Figura 12, Figura 13 e Tabela 7).

Figura 11 - Cromatografia em Camada Delgada (CCD) dos ramnolipideos produzidos
por cultivo submerso estatico em suporte de membrana de celulose

bacteriana.
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(A) Extrato bruto contendo mistura de mono-ramnolipideos e di-ramnolipideos. (B) extrato bruto
contendo ramnolipideos de cultivos submersos estaticos com membrana de celulose bacteriana com
volume inicial de 10 mL. RL1, mono-ramnolipideos e RL2 di-ramnolipideos.
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534 Determinagdo da Mistura de Congéneres de Ramnolipideos
Produzidos por Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometria de
Massas (LC-QTOF)

Os ramnolipideos produzidos por Pseudomonas aeruginosa sao
uma mistura de homélogos de mono-ramnolipideos e de di-ramnolipideos. Com o
intuito de se determinar quais os homologos sdo produzidos no presente processo
fez-se a determinacao estrutural e a quantificacdo da abundancia relativa de cada
congénere por espectrometria de massa. O processo avaliado proporcionou a
producdo de uma mistura de homologos com maior abundancia dos homélogos de
di-ramnolipideos (Tabela 7). Assim, a producdo de ramnolipideos por CSbE-MCB
promove uma maior obtencdo de congéneres de ramnolipideos com duas moléculas
de ramnose, o0 que pode ser uma grande vantagem na obtencdo de estrutura Unica
de maior abundancia, neste caso Rha-Rha-C;,-Cyp (Figuras 12 e 13 e Tabela 7). A
obtencdo de uma molécula Unica é requerida para aplicagcdes mais refinadas como,
por exemplo, o uso como potencial medicamento. Assim, um processo que
apresente uma maior abundancia de um dos congéneres € de grande interesse. As
estruturas dos principais congéneres obtidos no processo de producdo (CSbE-MCB)

sédo mostradas na Figura 13.
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Figura 12 - Perfis de massa obtidos da mistura de ramnolipideos produzidos por

cultivo submerso estético em suporte de celulose bacteriana.
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Tabela 7 - Composicédo quimica e abundéancia relativa da mistura de ramnolipideos
produzidos por cultivo submerso estatico em suporte de membranas de
celulose bacteriana.

Homologos [M+Na']* Massa Molar Porcentagem Porcentagem
Relativa Total
Mono-ramnolipideos 4,4
Rha-C4,-Cyg 527 504 4.4
Di-ramnolipideos 95,6
Rha-Rha-C1o-Cyg 66,8
Rha-Rha-Cg-Cy 645" 622 18,7
Rha-Rha-C-Cg
Rha-Rha-Cy5-C1 699" 676 4,0
Rha-Rha-Ci5.1-Cig
Rha-Rha-Co-Cy, 701° 678 6,1

Rha'Rha-Clz'Clo

% Aduto — picos encontrados espectro de massa Figura 9

b |sémeros
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Figura 13 - Estruturas dos principais congéneres de ramnolipideos produzidos por

cultivo submerso estético em suporte de celulose bacteriana.
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A predominancia de RL2 sobre seu congénere RL1 tem sido

apresentada por diversos autores a partir de diferentes linhagens de Pseudomonas

sp. SOUSA et al., (2014) apresenta como compostos majoritarios estruturas
homologas correspondentes a Rha-Rha-C10-C8 ou Rha-Rha-C8-C10, e RhaRha-
C10-C12 ou Rha-Rha-C12-C10. 7, e compostos minoritarios correspondente as
estruturas Rha-C10-C8 ou Rha-C8-C10 e Rha-C10-C12 ou Rha-C12-C10. Em
APARNA et al., (2012) também foi obtido em maioria de RL2 com Rha-Rha-C10-
C10, seguidos por Rha-C10, Rha-C10-C10, Rha-C10-C12. BHARALI e KONWAR et
al., (2011) demonstraram maior obtencdo de Rha-Rha-C10-C10 e depois Rha-C10-

C10.
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5.4 QUANTIDADE DE MEMBRANA DE CELULOSE BACTERIANA E RELACAO COM A

BIOMASSA E A PRODUGCAO DE RAMNOLIPIDEOS

Como mencionado no item anterior, o padrdo de adeséo das células
de PAO1 sobre as MCB é muito baixo, sendo que a maior parte das células estdo
fracamente aderidas ou mesmo néo aderidas e séo facilmente retiradas junto com a
extracdo aquosa dos ramnolipideos (item 4.2.2) e recuperadas por centrifugacao.
Desta forma, foi possivel quantificar por gravimetria a biomassa produzida por
CSbE-MCB.  Experimentos realizados com presenca de 1 ou 3 MCB foram
realizados no intuito de avaliar se a area de adeséo influenciaria o crescimento
bacteriano e a producdo de ramnolipideos. A presenca de 3 MCB aumentou a
guantidade de biomassa, entretanto, a maior area de superficie ndo apresentou

diferenca significativa na producao de ramnolipideos (Grafico 3).

Gréafico 3- Avaliacdo da relacdo da quantidade de Membrana de Celulose

Bacteriana e relacdo com a biomassa.
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1 MCB (g/g) e 3_MCB (g/g), presenca de 1 e 3 membranas de celulose bacteriana em cultivo
submerso estatico, respectivamente, concentracdo de ramnolipideos expressa em gramas por
gramas de células. 1_MCB (g/L) e 3_MCB (g/L) presenca de 1 e 3 membranas de celulose bacteriana
em cultivo submerso estético, respectivamente, concentracdo de ramnolipideos expressa em gramas
por litros de meio de cultivo. Os resultados sdo apresentados como médias de pelo menos triplicatas
+ desvio padré@o. * Diferenca estatisticamente significativa em t-teste [1_MCB (g/g) vs 3_MCB (g/g)],
p-valor <0,05.

Uma vez que ndo houve aumento de producdo com aumento da
superficie de adesdo das MCB, os préximos experimentos continuaram utilizando

apenas uma membrana por Erlenmeyer.
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5.5 CINETICA DE PRODUGCAO DE RAMNOLIPIDEOS POR PSEUDOMONAS
AERUGINOSA PAO1 EM CULTIVO SUBMERSO ESTATICO COM MEMBRANA DE

CELULOSE BACTERIANA

A cinética de producdo de ramnolipideos por CSbE-MCB,
apresentou um incremento linear de producdo nos primeiros seis dias de cultivo.
Adicionalmente, um incremento significativo na produtividade pode ser visto entre os
dias 6 e 8 de cultivo, enquanto que entre 8 a 12 dias de cultivo a producédo atinge um
platd (Gréfico 4). Portanto, a cinética de producdo de ramnolipideos sugere que nas
condicdes do presente processo a producdo maxima é obtida a partir de 8 dias de
cultivo.

Gréafico 4 - Cinética de producdo de ramnolipideos por cultivos submersos
estaticos em suporte de celulose bacteriana utilizando 10 mL de

volume inicial de meio.

Ramnolipideos (g/L)

0 2 4 6 8 10 12
Dias de Cultivo

Valores de médias obtidas a partir de triplicatas + desvio padréo.

Baseados na hipotese que a melhor produtividade obtida, entre os
dias de 6 a 8, pudesse estar relacionada a uma altura 6tima de leito os préximos

experimentos tiveram como objetivo avaliar a altura de leito de cultivo.
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5.6 ESTUDO DO EFEITO DA VARIAGAO DE PROFUNDIDADE DO LEITO DE CULTIVO
DURANTE A PRODUGAO DE RAMNOLIPIDEOS EM CULTIVO SUBMERSO ESTATICO

COM MEMBRANA DE CELULOSE BACTERIANA

56.1 Adicdo de Agua Destilada ou Meio de Cultivo Durante a Fase
Exponencial de Producdo em Cultivo Submerso Estatico com

Membrana de Celulose Bacteriana

Uma analise do volume residual de meio cultivo do sistema (item
4.5) revelou que a velocidade de ressecamento média entre os dias 6 a 8 (Gréfico 4)
foi de 1 mL/dia. Assim, o proximo bloco de experimentos teve como objetivo a
manutengao da altura de leito entre os dias 7 a 9 iguais aos obtidos com 6 dias de
cultivo, através da adicdo diaria ao sistema de 1 mL de agua destilada ou de meio
de cultivo (MMG3). Esta estratégia promoveu um incremento significativo na
producdo de ramnolipideos, sobretudo através da adicdo de agua (Gréfico 5), o que
sugere que o efeito da manutencdo de altura de leito promoveu incrementos na
obtencdo do ramnolipideos, mas nao alterou a taxa de conversdo de substrato em

produto.
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Gréafico 5 - Avaliacao da adi¢éo de 4gua ou meio de cultivo nos cultivos submersos

estaticos com membrana de celulose bacteriana.

Ramnolipideos (g/L)

CSbE_MCB_10, cultivos sem adicdo de &gua ou meio e com volume inicial de 10 mL;
CSbE_MCB_H20 e CSbE_MCB_MSM, adicdo de agua ou de meio, respectivamente. Os resultados
sdo apresentados como médias de pelo menos triplicatas + desvio padrdo. As diferentes letras
mindsculas sobre as barras indicam diferenca estatisticamente significativa em teste de Tukey, p-
valor <0,01.

Uma vez que, apenas a adicdo de agua mostrou-se significativa,
novos experimentos foram feitos utilizando esta estratégia. Um novo bloco de
experimentos foi feito com a adicdo 1 mL nos dias 7, 8 e 9 (CSbE-MCB_H20_7,8,9)
(mesma estratégia do Grafico 5) e também com a adicéo direta de 3 mL no sétimo
dia de cultivo (CSbE_MCB_H20 _7) (Grafico 6). A adicao direta de 3 mL de adgua em
uma Uunica vez proporcionou uma diminuicdo significativa na producdo de
ramnolipideos. Uma possivel explicacdo desta queda deve estar relacionada com a
maior alteracdo do volume de leito ocasionado pela adicéo total em um Unico ponto
de 3 mL de &gua. Por outro lado, assim como observado na Gréfico 6 a adicédo

fracionada dos 3 mL de agua levou a uma maior producao de ramnolipideos.
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Gréafico 6 - Avaliagdo da adicdo de agua nos cultivos submersos estaticos com

membrana de celulose bacteriana.

51 a

Ramnolipideos (g/L)

CSbE_MCB_10, cultivos sem adicdo de &gua ou meio e com volume inicial de 10 mL;
CSbE_MCB_H20_7 e CSbE_MCB_H20_7,8,9, acréscimo de 3 mL de 4gua no 7° dia e 1 mL nos 7°,
8° e 9° dias, respectivamente. Os resultados sdo apresentados como médias de pelo menos
triplicatas + desvio padrao. As diferentes letras minlisculas sobre as barras indicam diferenca
estatisticamente significativa em teste de Tukey, p-valor <0,01.

5.6.2 Cultivo Submerso Estatico com Suporte de Celulose Vegetal (CSbE-
CV)

Os resultados obtidos at¢é o momento sugerem uma grande
influéncia da altura do leito na producdo de ramnolipideos por cultivos submersos
estaticos. Note que a presenca de membrana diminue a altura da coluna de meio
sobre as bacterias que crescem nesta. Assim, com o intuito de se avaliar a relacéo
do efeito da presenca da membrana de celulose com o incremento da producao de
ramnolipideos e o efeito da altura do leito, um novo bloco de experimentos foi
realizado. Comparagbes de cultivos submersos na presenca [(i) CsbE-MCB] e
auséncia [(ii) CSbE] de membrana de celulose bacteriana com cultivos submersos
com presenca de celulose vegetal, 1 ou 3 folhas de papel germitex [respectivamente,
(iii) CSbE-CV e (iiii) CSbE-3CV], podem ser visto no Gréfico 7.
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Gréafico 7 - Comparagdo da producdo de ramnolipideos por cultivos submersos
estaticos, cultivos submersos estaticos com membrana de celulose

bacteriana e com celulose vegetal.
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CSbE_10, CSbE-MCB_10, CSbE-CV e CSbE-3CV indicam o volume inicial de 10 mL, em cultivo
submerso estético, cultivo submerso estatico com membrana de celulose bacteriana, cultivo
submerso estatico com 1 folha de celulose vegetal e cultivo submerso estatico com 3 folhas de
celulose vegetal, respectivamente. Os resultados sdo apresentados como médias de pelo menos
triplicatas + desvio padrao. As diferentes letras minlisculas sobre as barras indicam diferenca
estatisticamente significativa em teste de Tukey, p-valor <0,01.

Através da comparacdo da producdo de ramnolipideos entre as dadas
condicdes (Gréfico 7), pode-se observar que a presenca de 3 folhas de celulose
vegetal proporcionou uma maior producdo de ramnolipideos quando comparada ao
cultivo com somente uma folha, que por sua vez teve a mesma producao que 0s
cultivos submersos estaticos sem membrana (CSbE). Este resultado sugere que a
diferenca de producado pode estar relacionada com a altura da camada de meio, i.e.,
guanto maior o numero de membranas mais préximo da superficie as ceélulas se
encontram. No entanto, quando comparado aos demais cultivos a presenca da MCB
proporcionou a maior producdo de ramnolipideos, sugerindo que esta apresenta
outros beneficios além da diminuicdo da altura da camada de meio. Vale lembrar
que a adicdo de mais de uma MCB por frasco Erlenmeyer ndo aumentou a producao

de ramnolipideos, mas aumentou o total de biomassa obtido (Grafico 3). Deste
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modo, por diminuir a altura da camada de liquido sobre as células e, provavelmente,
interferir na taxa de transferéncia gasosa e aeracdo do sistema, esta estratégia
promoveu maior oferta de oxigénio para as células e consequente maior taxa de
crescimento durante o processo fermentativo (SCHMIDELL; FACCIOTTI, 2001).
Adicionalmente, as membranas de celulose bacteriana utilizadas neste trabalho
apresentam mais de 99 % do total de suas massas representados por 4gua ou no
caso das membranas utilizadas nos cultivos, por meio de cultivo (dados né&o
mostrados), assim as MCB mantém o cultivo constantemente uUmido, e
provavelmente auxiliam na difusdo dos nutrientes do meio para as células

bacterianas melhorando a conversao do glicerol em ramnolipideos.

5.6.3 Comparacdo da Profundidade de Leito de Cultivo em  Diferentes
Volumes Iniciais de Meio em Cultivo Submerso Estatico com Suporte

Membrana de Celulose Bacteriana

O proximo bloco de experimentos teve como objetivo diminuir a
camada de meio sobre as células desde o inicio dos cultivos. Os volumes iniciais de
2, 3,5, 8,10, 15 e 20 mL foram avaliados no sistema em cultivo submerso estatico
em suporte de membrana de celulose bacteriana. Assim, as variacées do volume
inicial de meio de cultivo, promovem variacées proporcionais na camada de meio

que recobre a membrana (Figura 14).

Figura 14- Comparacéao de diferentes alturas de volume inicial de meio em cultivos

submersos estatico em suporte de membrana de celulose bacteriana.

Os volumes séo respectivamente da esquerda para direita, 2, 3, 5, 8, 10, 15 e 20 mL
Fonte: o proprio autor.
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O aumento de profundidade de leito (em relagéo ao volume inicial de
10 mL, utilizado até o momento) causou uma queda significativa na producédo de
ramnolipideos, enquanto a diminuicho promoveu um incremento, também
significativo, nos niveis de producéo (Grafico 8), provavelmente por interferir na taxa
de transferéncia gasosa do sistema. A producdo de ramnolipideos aumentou 38 % e
passou de 3,7 g/L com 10 mL de volume inicial para 5,1 g/L com o volume inicial de
3 mL (Grafico 8). O presente resultado reforca a importancia da altura do leito e
sugerem que volumes inicias entre 3 e 5 mL de meio por MCB por frasco Erlenmeyer

apresentem a maior producao de ramnolipideos.

Gréfico 8 - Producdo de ramnolipideos por cultivos submersos estaticos em
suporte de celulose bacteriana. Avaliacdo de diferentes alturas de

leitos.
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CSbE_MCB_2, CSbE_MCB_3, CSbE_MCB_5, CSbE_MCB_8, CSbE_MCB_10, CSbE_MCB_15 e
CSbE_MCB_20, volumes iniciais de meio de 2, 3, 5, 8, 10 15 e 20 mL, respectivamente. Os
resultados sao apresentados como médias de pelo menos triplicatas + desvio padrao. As diferentes
letras mindsculas sobre as barras indicam diferenca estatisticamente significativa em teste de Tukey,
p-valor <0,001.
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5.6.4 Comparacdo da profundidade de leito de cultivo com auséncia e
presenca da membrana de celulose bacteriana em cultivo submerso

estatico

No intuito de avaliar se a altura do leito também influenciaria os
cultivos submersos estaticos na auséncia de membrana de celulose bacteriana um
novo bloco de experimentos foi realizado. A producédo de ramnolipideos por cultivos
submersos estaticos (sem MBC) de leito baixo (3 mL inicias) e leito alto (10 mL
iniciais) sdo comparadas com a producao de ramnolipideos por CSbE-MCB de leito

baixo e alto, 3 mL ou 10 mL iniciais, respectivamente (Grafico 9).

Gréafico 9- Producdo de ramnolipideos por cultivos submersos estaticos com
diferentes alturas de leito na presenca e na auséncia de membrana de

celulose bacteriana.
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CSbE-MCB_3+2H20, CShE-MCB_3 e CSbhE-MCB_10, cultivos submersos estaticos com membrana
de celulose bacteriana, volume inicial de 3 mL acrescentado de 2 mL de H,O, o volume inicial de 3
mL e o volume inicial de 10 mL, respectivamente. CSbE_10 e CSbE 3+ 2H20, cultivos submersos
estaticos, volume inicial de 10 mL e volume inicial de 3 mL acrescentado de 2 mL de H,O no quarto
dia de cultivo, respectivamente. Os resultados sao apresentados como médias de pelo menos
triplicatas + desvio padrdo. As diferentes letras mindsculas sobre as barras indicam diferenca
estatisticamente significativa em teste de Tukey, p-valor <0,05.
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Note que a adicdo de 4gua destilada foi necessaria nos cultivos com
auséncia de MBC, uma vez que estes ressecam durante o periodo de incubacdao.
Adicionalmente, por finalidade comparativa, controles com a adicdo de agua também
foram feitos nos cultivos com MCB (Gréafico 9). A diminuicdo da altura do leito
promoveu um efeito significativo na producdo de ramnolipideos por cultivos
submersos estaticos (na auséncia de MCB), 4,2 g/L com 3 mL iniciais de meio. Vale
ressaltar que os maiores niveis de producdo foram obtidos com a presenca das

MCB, sobretudo sem a adicdo de agua (5,5 g/L de ramnolipideos).

5.6.5 Avaliagdo do Efeito da Agitacdo dos Cultivos com Presenca de
Celulose Bacteriana e em Diferentes Profundidades de Leito

Este bloco de experimento teve como objetivo avaliar o efeito da
aeracdo sobre a producdo de ramnolipideos em cultivos com presenca de MBC
conduzidos com agitacdo (200 rpm). Note que a adicdo de agua destilada foi
necessaria nos cultivos submersos de leito baixo (3 mL de meio inicial, CSb-
MBC_3+2H20), uma vez que estes ressecam durante o periodo de incubacdo com
agitacdo. Adicionalmente, mesmo que desnecessario, por finalidade comparativa,
controles com a adi¢éo de dgua também foram feitos nos cultivos com MCB de leito
baixo (3 mL de meio inicial, CSbE-MBC_3+2H20) (Gréfico 10).

Os cultivos com leito alto (10 mL de meio inicial) apresentaram uma
gueda significativa na producédo de ramnolipideos quando estes foram submetidos a
incubacdo com agitacdo (37 °C/ 200 rpm por 10 dias) (Grafico 10). No entanto, para
os cultivos de leito baixo a agitacdo ndo apresentou nenhum efeito significativo
(Grafico 10). Estes resultados indicam que a agitacdo e a adicdo de agua ao sistema
(2 mL de agua destilada no quarto dia de cultivo, CSh-MBC_3+2H20 e CSbE-
MBC_3+2H20) influenciam negativamente a producdo de ramnolipideos.
Adicionalmente, pode-se ainda tracar uma relacdo possivel destes dois
procedimentos (i.e., agitacao e adicdo de agua) com a desestabilizacdo de possiveis
biofiimes formados sobre as membranas de celulose bacteriana. Como ja
mencionado (item 7.3), em sugestbes para experimentos futuros com PAOl
transformada com plasmideo que expressa proteina fluorescente verde (GFP) seréao

utiizados na avaliacdo da possivel formacdo de biofilme sobre as MCB por
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microscopia de fluorescéncia e confocal. Esta estratégia podera reforcar a hipétese
de que as MCB estejam funcionando como suporte para formacéo de biofilme e que
este, por sua vez, nao se forme adequadamente com agitacdo e nem com adicao de
agua durante os cultivos. Finalmente, o presente resultado sugere que o efeito da
agitacdo na aeracao dos cultivos tenha uma influéncia positiva menor do que a
influéncia negativa da agitacdo na possivel formacéo de biofilme. Estudos futuros

serdo necessarios para melhorar a discusséo destes resultados.

Grafico 10 - Producao de ramnolipideos com diferentes alturas de leito por cultivos
submersos e cultivos submersos estaticos ambos com presenca de

membrana de celulose bacteriana.
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CSb-MCB_3+2H20 e CSh-MCB_10 indicam o volume inicial de 3 mL acrescentado de 2 mL de H,O e
10 mL de volume inicial respectivamente, em cultivo submerso (200 rpm). CSbE-MCB_3+2, CSbE_3
e CSbE-MCB_10, volume inicial de 3 mL acrescentado de 2 mL de H,0, volume inicial 3 mL e volume
inicial de 10 mL respectivamente, em cultivo submerso estatico com membrana de celulose
bacteriana. Os resultados sdo apresentados como médias de pelo menos triplicatas + desvio padrao.
As diferentes letras mindsculas sobre as barras indicam diferenca estatisticamente significativa em
teste de Tukey, p-valor <0,05.
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5.7 ALTERACOES NA COMPOSICAO DO MEIO DE CULTIVO

5.7.1 Utilizacdo de o6leo de soja e extrato aquoso de torta de milho como

suplemento indudor de producéo de ramnolipideos

Com intuito de se aumentar a produgdo de ramnolipideos por CSbE-
MCB foram testadas adicGes dos substratos, 6leo de soja e torta de milho, uma vez
gue estes compostos podem induzir a producédo de ramnolipideos (CAMILIOS-NETO
et al., 2011). O 6leo de soja é uma fonte de carbono, enquanto a torta de milho, além
de fonte de carbono, também pode servir como fonte de nitrogénio (anexo 2 —
composicdo centesimal da torta de milho). A hidrélise aquosa da torta de milho
resulta em extrato aquoso rico em nutrientes que se assemelha a milhocina ou agua
de maceracao de milho (do inglés, corn steep liquor). A milhocina é um subproduto
do milho, um residuo gerado pela industria de beneficiamento de milho, que contém
grande quantidade de matéria organica, nitrogénio, aminoacidos entre outros
(ABIMILHO, 2018).

Este bloco de experimento partiu da melhor condi¢do encontrada até
o0 momento (i.e., 3 mL iniciais de meio de cultivo). Assim, a partir da dada condicéo,
avaliou-se o efeito da suplementacdo do meio de cultivo com extrato aquoso de torta
de milho (na proporcédo de 1:1 v/v, extrato aquoso de torta de milho:meio de sais),
com Oleo de soja e combinacdes de ambos (Grafico 11). A adicdo de torta de milho
proporcionou um incremento significativo na producédo de ramnolipideos, enquanto
que a adicao de 6leo de soja, ndo proporcionou incremento significativo para ambas
condic@es (i.e., 6leo de soja e 6leo de soja + torta de milho, comparados com seus
respectivos controles) (Grafico 11).

Uma vez que a adicéo de torta de milho mostrou-se promissora, em
um novo bloco de experimentos avaliou-se a utilizacdo deste extrato em outra
proporcao, de 1:1 para 1:2 (extrato aquoso de torta de milho: meio de sais), assim
como diferentes concentracdes de glicerol (3, 6 e 9 % v/v). Pode-se notar um
aumento consideravel na producao do tensoativo ao se utilizar o extrato aquoso de
torta de milho em ambas proporcdes (Grafico 12), ocorrendo a maior produgcdo com
a relacdo de 1:1 acrescentada de glicerol 6 % v/v (15,35 g/L de ramnolipideos).
Também, foi possivel notar que o glicerol na concentracdo de 9 % v/v reprimiu a

producdo de ramnolipideos nas duas proporcdes de extrato testadas.
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Gréfico 11 - Producdo de ramnolipideos com a utilizagdo de 6leo de soja e extrato
aquoso de torta de milho como suplementos indutores de producgéo de
ramnolipideos por cultivos submersos e cultivos submersos estaticos

ambos com presenca de membrana de celulose bacteriana.
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CSbE-MCB_3-G3% indica o volume inicial de 3 mL, acrescentado de 3 % v/v de glicerol, CSbE-
MCB_3-G3%+0S1% indica o volume inicial de 3 mL acrescentado de 3 % de glicerol e 1% m/v de
Oleo de soja, CShE-MCB_3-G3%+EA-TM(1:1) indica o volume inicial 3 mL acrescentado de 3 % de
glicerol e extrato aquoso de torta de milho 1:1 (extrato aquoso de torta de milho:meio de sais) e
CSbE-MCB_3-G3%+EA+TM(1:1)_0OS1% indica o volume inicial de 3 mL acrescentado de
acrescentado de 3 % de glicerol, extrato aquoso de torta de milho (1:1) (extrato aquoso de torta de
milho:meio de sais) e 1 % m/v de dleo de soja. Os resultados sao apresentados como médias de pelo
menos triplicatas + desvio padrédo. As diferentes letras minUsculas sobre as barras indicam diferenca
estatisticamente significativa em teste de Tukey, p-valor <0,05.

Combinacdes de torta de milho com 6leo de soja ja foram testadas
para producdo de ramnolipideos por fermentacées em estado sélido e mostraram-se
muito promissoras (CAMILIOS-NETO et al., 2011). No entanto, vale lembrar que no
presente trabalho ndo seria possivel a utilizacdo da torta de milho direto no meio de
cultivo, uma vez que, a adicdo desse subproduto sélido e insolivel em &agua

dificultaria a transferéncias gasosas que ja sao um limitante deste processo. O
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mesmo pode-se dizer sobre a utilizagdo do 6leo de soja, a adicdo deste composto
ao meio de cultivo promove dificuldades de transferéncia gasosa. Por outro lado, a
utilizacdo do extrato aquoso da torta de milho, um subproduto soluvel em agua,
possibilitou a inducdo esperada pela torta de milho sem o inconveniente de interferir
nas trocas gasosas. A utilizacdo deste extrato proporcionou ainda um incremento
maior na producdo quando somada a uma maior adicdo de glicerol de 3 para 6 %

viv.

Gréfico 12 - Producdo de ramnolipideos com a utilizacdo de diferentes quantidades
de glicerol acrescentados em duas proporces de extrato aquoso de
torta de milho em cultivos submersos estaticos em suporte de

membrana de celulose bacteriana.
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CSbE-MCB_3-G3% indica o volume inicial de 3 mL acrescentado de 3 % v/v de glicerol, +EA-
TM(1:2)-G3% indica o volume inicial de 3 mL acrescentado de 3 % v/v de glicerol e extrato de torta de
milho (1:2) (extrato aquoso de torta de milho:meio de sais), +EA-TM(1:2)-G6% indica o volume inicial
de 3 mL acrescentado de 6 % v/v de glicerol e extrato de torta de milho (1:2) (extrato aquoso de torta
de milho:meio de sais), +EA-TM(1:2)-G9% indica o volume inicial de 3 mL acrescentado de 9 % v/v
de glicerol e extrato de torta de milho (1:2) (extrato aquoso de torta de milho:meio de sais), +EA-
TM(1:1)-G3% indica o volume inicial de 3 mL acrescentado de 3 % de glicerol e extrato de torta de
milho (1:1) (extrato aquoso de torta de milho:meio de sais), +EA-TM(1:1)-G6% indica o volume inicial
de 3 mL acrescentado de 6 % v/v de glicerol e extrato de torta de milho (1:1) (extrato aquoso de torta
de milho:meio de sais), +EA-TM(1:1)-G9% indica o volume inicial de 3 mL acrescentado de 9 % v/v
de glicerol e extrato de torta de milho (1:1) (extrato aquoso de torta de milho:meio de sais). Os
resultados sdo apresentados como médias de pelo menos triplicatas + desvio padrdo. As diferentes
letras mindsculas sobre as barras indicam diferenca estatisticamente significativa em teste de Tukey,
p-valor <0,05.
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5.8 AVALIACAO DOS NiVvEIS DE PRODUCAO DE RAMNOLIPIDEOS OBTIDOS POR
CULTIVOS SUBMERSOS ESTATICOS EM SUPORTE DE MEMBRANA DE

CELULOSE BACTERIANA

Os resultados de produgéo obtidos com o presente processo
fermentativo [5,5 g/L de ramnolipideos, em CSbE_MCB com 3 mL iniciais de meio
de cultivo (Grafico 8)], ndo estdo entre os valores mais altos encontrados na
literatura cientifica. Entretanto, ao utilizar suplementos e indutores associados ao
meio de cultivo, a producdo de ramnolipideos alcancou (15,34 g/L em CSbE-MCB-
G3%+EA-TM(1:1) (Gréfico 12), apresentando um aumento substancial, o que torna o
processo interessante. Resultados bem promissores ja foram alcancados utilizando
a mesma cepa modelo (PAO1), 39 g/L utilizando como fonte de carbono o 6leo de
girassol por fermentacdo em batelada com 30 L (MULLER e HORMANN, 2010), 29,5
g/L utilizando hidrolisado enzimatico de residuos de azeitona em frascos de 1 L
(RAMIREZ et al., 2016). Resultados menos promissores, 0,39-0,43 g/L a partir de
0leo de palma em frasco de 5 L (RADZUAN, BANAT e WINTERBURN, 2016),
também podem ser encontrados.

Assim, os resultados obtidos neste trabalho apresentam grande
poténcial em nivel de producdo. Além, de um grande avanco obtido, simplesmente,
por se estabelecer um sistema de baixa interferéncia e de baixo custo. Este modelo
poderda ser utilizado para futuros estudos aplicando tecnologias de ultima geracéo no
sequenciamento de transcritos (transcriptoma por RNA-seq) que associados com
outras tecnologias também massivas (do inglés “high-throughput Technologies”),
proteoma e metaboloma, poderdo trazer grandes avancos na compreensao do

processo de producéo de ramnolipideos.
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6 CONCLUSOES

O presente trabalho mostrou ser possivel produzir ramnolipideos por
cultivo submerso estatico em suporte de membrana de celulose bacteriana. A
producdo de ramnolipideos por este processo promoveu incrementos na obtencao
do biossurfactante de até 5x quando comparado com cultivos submersos. A
quantidade de membranas ndo esta diretamente relacionada com a producdo de
ramnolipideos, a maior area de superficie ndo apresentou diferenca significativa na
producdo de ramnolipideos, e a presenca da agitacdo combinada com a presenca
da membrana de celulose bacteriana resultou em queda significativa na producao de
ramnolipideos. Em linhas gerais, a mistura de ramnolipideos obtidas no presente
processo apresentou uma CMC que se enquadra entre os melhores resultados para
ramnolipideos encontrados na literatura cientifica, e a mistura de ramnolipideos
obtidas apresentou um elevado poder emulsificante. O presente processo
proporcionou a producdo de uma mistura de homélogos com maior abundancia dos
homologos de di-ramnolipideos (Rha-Rha-Ci0-C1), 0 que pode ser uma grande
vantagem na obtencdo de estrutura Unica de maior abundancia. Os resultados
obtidos com o presente trabalho sugerem que a altura do leito de cultivo apresenta
uma grande influéncia no processo. A maior producédo de ramnolipideos obtida neste
trabalho foi de 15,34 g/L, na presenca de 1 membrana de celulose bacteriana com 3
mL de solucdo umedecedora inicial, com adi¢do de extrato aquoso de torta de milho
na propor¢cdo de 1:1 e com 6 % v/v de glicerol, por 9 dias de cultivo a 37 °C. A
tecnologia fermentativa, cultivo submerso estatico em suporte de membrana de
celulose bacteriana, apresenta um grande potencial para viabilizacdo da producao

biotecnoldgica de surfactantes.
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SUGESTOES PARA EXPERIMENTOS FUTUROS

A seguir sdo apontadas algumas sugestfes para experimentos futuros

nessa linha de pesquisa:

7.1

7.2

7.3

DELINEAMENTO ESTATISTICO DO ESTUDO DA INFLUENCIA DA CONCENTRAGAO
DE GLICEROL E DA PROPORGCAO DO EXTRATO AQUOSO DE TORTA DE MILHO NA

PRODUCAO DE RAMNOLIPIDEOS

CARACTERIZAGAO ESTRUTURAL E FiSICO-QUIMICA DA MISTURA DE
RAMNOLIPIDEOS OBTIDA A PARTIR DAS CONDIGOES OTIMIZADAS

AVALIACAO DO PADRAO DE ADESAO A MEMBRANA DE CELULOSE BACTERIANA
DA ESTIRPE PARENTAL DE PSEUDOMONAS AERUGINOSA PAO1
TRANSFORMADA COM PLASMIDEO QUE EXPRESSA A PROTEINA FLUORESCENTE
VERDE (GFP) POR MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA E POR MICROSCOPIA

CONFOCAL DURANTE A PRODUGCAO DE RAMNOLIPIDEOS POR CSBE-MCB
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ANEXO 2

Composigéao centesimal da torta de milho

Torta de milho*

Lipideos 0,7
Proteina 12,5
Carboidratos 55,0
Fibras 4,0
Residuo Mineral 4,0
Umidade 13,0

* Fonte: Caramuru-comunicagéo pessoal.
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