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MARQUES, Gabriela Dornelas. Produ¢cdo de Ramnolipideos por Pseudomonas
aerugina PAOl1 em Cultivos Submersos Utilizando Torta de Milho como
Substrato Solido. 2019. 63 f. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2019.

RESUMO

Biossurfactantes sao tensoativos produzidos por microrganismos. Dentre o0s
tensoativos mais importantes estdo os ramnolipideos produzidos pela bactéria gram-
negativa Pseudomonas aeruginosa. Estes chamam a atencédo devido a sua baixa
toxicidade, alta biodegradabilidade e excelentes propriedades tensoativas, podendo
ser bons substitutos aos surfactantes de origem quimica. Ainda que apresentem
grande potencial de aplicagdo, existem poucos processos de producao devido ao
alto custo e aos problemas que a agitacédo e aeracao forcada causam. Deste modo,
0 presente trabalho teve como objetivo desenvolver um processo de producdo de
ramnolipideos utilizando, um subproduto agroindustrial, torta de milho como suporte
sélido em cultivos submersos. Nos cultivos realizados com diferentes concentracdes
de glicerol e 6leo de soja, as melhores producées de ramnolipideos foram obtidas
com 6% (v/v) de glicerol, produzindo 21 g/L e 1% (m/v) de Gleo de soja, juntamente
com a presenca do suporte solido, produzindo 32 g/L do tensoativo. Ja a melhor
producédo (36 g/L) foi obtida com suporte sélido de torta de milho a 5% (m/v), 6%
(v/v) de glicerol e 1% (m/v) de 6leo de soja, proporcionando um aumento de 10
vezes em relacdo a cultivos submersos classicos (3 g/L). Nos estudos sobre a
influéncia dos componentes da torta, foi identificado que outros nutrientes, além do
carboidrato, influenciam positivamente na biossintese do ramnolipideo. Pela analise
cromatografica, constatou-se que a bactéria Pseudomonas aeruginosa, sintetizou
uma maior propor¢cdo de moléculas com duas porcdes de ramnose. Os resultados
obtidos indicam que a producédo de ramnolipideos por cultivo submerso com suporte
soélido de torta de milho € uma metodologia promissora para viabilizar a producéo de
biossurfactantes.

Palavras-chave: Pseudomonas aeruginosa. Ramnolipideos. Suporte sélido. Torta
de Milho.



MARQUES, Gabriela Dornelas. Production of Rhamnolipids by Pseudomonas
aerugina PAOL1 in Submerged Cultivation Using Corn Bran as Solid Substrate.
2019. 63 p. Dissertation (Master’s Degree in Biotechnology) — Universidade Estadual
de Londrina, Londrina, 2019.

ABSTRACT

Biosurfactants are surface-active compounds produced by microorganism. Among
them one of the most important are the rhamnolipids produced by the gram-negative
bacterium Pseudomonas aeruginosa. These compounds call a lot of attention due to
their low toxicity, high biodegradability and excellent surface-active properties, being
good substitutes for chemical surfactants. Although presenting great potential of
application, there are few commercial processes of production, mostly because of the
high cost of the production and the problems that the agitation and forced aeration
cause. Therefore, the present work aimed to develop a process of rhamnolipids
production using, an agroindustrial byproduct, corn bran as solid substrate in
submerged liquid cultivations. In the cultures with different concentrations of glycerol
and soybean oil, the best yields of rhamnolipids were reached with 6 % (v/v) glycerol
alone, yielding 21 g/L, and addition of 1 % (w/v) of soybean oil in the presence of the
solid support, improve the yield to 32 g/L of the surfactant. The best yield (36 g/L)
was obtained with 5% (w/v) of corn bran as solid support, 6% (v/v) of glycerol and 1%
(w/v) of soybean oil providing a 10-fold increase over classical submerged cultures (3
g/L). The study of the influence of corn bran components suggest that besides the
carbohydrate other nutrients positively influenced rhamnolipids biosynthesis.
Chromatographic analysis showed that Pseudomonas aeruginosa, growing in
submerged liquid cultivation with corn bran as solid substrate, synthesized a greater
proportion of molecules with two portions of rhamnose. The present results indicate
that the production of rhamnolipids by this fermentative technology (submerged liquid
cultivation using corn bran as solid substrate) is a promising methodology to make
biosurfactant production feasible.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa. Rhamnolipids. Solid support. Corn bran.
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1 INTRODUCAO

Os surfactantes sdo moléculas anfipaticas que possuem uma por¢ao polar,
hidrofilica, e uma porcao apolar hidrofébica. A porcao polar pode ser ibnica, ndo-ibnica
ou anfotérica enquanto a porcdo apolar € geralmente uma cadeia hidrocarbonada. A
presenca de grupos hidrofobicos e hidrofilicos proporciona a caracteristica de diminuir
a tensao superficial e interfacial (NITSCHKE, M.; PASTORE, G. M., 2002).

A crescente preocupacdo com 0 meio ambiente tem levado a procura por
surfactantes de origem natural. Dessa forma, o0s biossurfactantes, tensoativos
produzidos por microrganismos, vém ganhando énfase devido a sua baixa toxicidade,
biodegradabilidade, aceitabilidade ecolégica e alta estabilidade em condi¢cbes
extremas de temperatura, pH e salinidade (ARAB, F.; MULLIGAN, C. N., 2014,
KASKATEPE; YILDIZ, 2016). Os surfactantes de origem biolégica tém potencial de
aplicacdo em condicdes onde se faz necessaria a dispersdo de tensoativos no meio-
ambiente, especificamente na limpeza de derramamentos de 6leo e compostos
hidrofébicos e no aumento da recuperacdo de Oleo de reservatérios. Nestas
aplicacdes o uso de surfactantes de origem biolégica é a opcdo mais adequada,
visto que surfactantes quimicos podem causar contaminacfes ambientais
(CAMILIOS NETO et al., 2011).

Uma das classes de biossurfactantes mais relevantes sao os ramnolipideos
produzidos por Pseudomonas aeruginosa, pois estes exibem excelentes propriedades
tensoativas, além de apresentarem ganhos no processo produtivo em decorréncia das
altas concentracfes e a utilizacdo de fontes de baixo custo de producdo (WEI et al.,
2005, MONTEIRO et al., 2007; LINHARDT et al., 1987; HOLMBERG, 2001). Eles
apresentam alta atividade emulsificante e uma pequena atividade antibiética, além
de ficarem retidos em menor quantidade no solo do que os surfactantes quimicos,
servindo assim como uma excelente alternativa de tensoativo para aplicacdo em
biorremediacédo (BORDAS; LAFRANCE; VILLEMUR, 2005; MULLIGAN, 2005, 2009).

Os ramnolipideos séo classificados como glicolipideos, devido a presenca
de uma ou duas moléculas de ramnose em suas estruturas, sendo denominados mono
ou di-ramnolipideos, respectivamente. Em relacéo a porcao hidrofébica, esta é formada
por duas moléculas de acido B-hidroxialconoato (LANG,S.; WULLBRANDT,D. 1999).
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Existem poucos processos industriais de producdo desse tensoativo
(MARCHANT; BANAT, 2012). A producédo de ramnolipideos por cultivos submersos,
também conhecida como fermentacdo submersa apresenta dificuldades. Quando o
biossurfactante comeca a ser produzido, ha formacdo de espuma, ocasionada pela
agitacdo e aeracao forcadas, resultando em acumulo de células, produtos e
nutrientes nessa espuma, acarretando em perda de rendimento e produtividade
(LEE; KIM, 2004; YEH et al., 2006; KRIEGER; CAMILIOS NETO; MITCHELL, 2010).

Uma vez que a formacédo de espuma € um fator limitante para a producéo
de ramnolipideos, duas estratégias tém sido utilizadas para evitar a formacao da
mesma. Uma quimica, com adicdo de compostos antiespumantes e outra mecanica
utilizando aparelhos projetados para quebrar a espuma, mas esta Ultima ndo é
efetiva para grandes quantidades de espuma. Ja a técnica quimica tem como
desvantagem o fato de que o antiespumante pode ser considerado como um
‘contaminante quimico” que deve ser separado do produto final, encarecendo o
processo. Além disso, esses compostos também interferem na transferéncia de Oz e
COz2 entre as fases liquida e gasosa, provocando reac¢des inibitorias e efeitos toxicos
ao microrganismo (LEE; KIM, 2004; YEH et al., 2006; KRIEGER; CAMILIOS NETO;
MITCHELL, 2010).

Uma estratégia alternativa para evitar a formagéo de espuma, € o uso de
suporte sélido em cultivos submersos (CAMILIOS NETO et al., 2011). Portanto, o
presente trabalho tem como objetivo desenvolver uma metodologia de producéo de
ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa em cultivos submersos com presenca
de substrato sélido, melhorando a producéo e solucionando o problema de formacao

de espuma.



15

2 OBJETIVOS
2.1 GERAL

Desenvolver processo de producédo, extracdo e caracterizacdo estrutural
de ramnolipideos produzidos por Pseudomonas aeruginosa PAO1 obtidos por cultivo

submerso utilizando substrato sélido.

2.2 ESPECIFICOS

Avaliar diferentes concentracfes da fonte de carbono glicerol durante a

producado de ramnolipideos.

Avaliar diferentes concentra¢des do indutor e fonte de carbono 6leo de

soja na producao de ramnolipideos.

Avaliar deferentes concentracdes da fonte de carbono Torta de milho na

producdo de ramnolipideos.

Avaliar a influéncia dos componentes da torta de milho na producdo de

ramnolipideos.

Avaliar a relagcdo entre mono-ramnolipideos e di-ramnolipideos por

Cromatografia em Camada Delgada.



16

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 SURFACTANTES

Os surfactantes sdo compostos quimicos anfifilicos derivados do petréleo,
que devido a presenca de grupos hidrofobicos e hidrofilicos na mesma molécula
tendem a se distribuir nas interfaces entre fases fluidas com diferentes graus de
polaridade como nas misturas de 6leo e agua. Desse modo promovem a reducdo da
tensdo superficial, entre o ar e o liquido, e interfacial, entre duas substancias
quimicas (NITSCHKE, M.; PASTORE, G. M., 2002). A sua estrutura anfipatica também
confere excelentes propriedades de detergéncia, emulsificacdo, espuma e dispersao,
sendo este um produto de grande versatilidade (DESAI E BANAT, 1997).

As tensfes superficial e interfacial estdo relacionadas com a concentragdo
de surfactante que é adicionado ao meio até atingir a concentracdo micelar critica
(CMC). A CMC é definida como a concentracdo minima necessaria de surfactante para
iniciar a formacédo de micelas, pois quando se adiciona surfactante acima da CMC
ocorre associacao das moléculas, formando micelas, sem alterar a tenséo superficial e
interfacial (Figura 1). A CMC é influenciada pelo pH, temperatura e for¢a ibnica
(MULLIGAN, 2005; JARDIM PACHECO, 2013). Um surfactante eficiente possui uma

concentracao micelar critica baixa.

Figura 1 - Tensé&o superficial, interfacial e solubilidade em fungdo da concentragéo de
surfactante.
cmC

S
Monomeros L’Q Micelas

Solubilidade
S P
CH AN e
§ L S il & . s
g = = = — Tensao superficial
.: e /'
: /\
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Tensao interfacial

Concentracao de surfactante

Fonte: Adaptado de Mulligan, (2005)
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3.2 BIOSSURFACTANTE

Biossurfactantes sdo surfactantes produzidos por microrganisSmos como
bactérias, leveduras e fungos, crescendo em diferentes fontes de carbono,
principalmente em meio rico em hidrocarbonetos. Podem ser divididos em moléculas
de baixo peso molecular, tais como glicolipideos e lipopeptideos, e moléculas de alto
peso molecular, incluindo compostos poliméricos extracelulares constituidos de
polissacarideos, proteinas, lipopolissacarideos, lipoproteinas ou misturas complexas
desses biopolimeros (RON E ROSENBERG, 2001).

Varios fatores sdo relatados como influenciadores da natureza quimica,
propriedades fisico-quimicas e quantidade de biossurfactante produzida. Dentre esses
fatores esta o microrganismo utilizado, as fontes de carbono e nitrogénio, pH,
temperatura, limitagbes nutricionais durante o crescimento e a agitacao/aeracao do
meio (AMEZCUA-VEGA et al., 2007; MUKHERJEE, S. et al., 2006).

Santos e seus colaboradores (2002) notaram que a propor¢do de mono-
ramnolipideos (RL1) para di-ramnolipideos (RL2) produzidos por P. aeruginosa esta
relacionada com a fonte de carbono utilizada no meio de cultivo. Quando glicerol e
Oleos vegetais foram utilizados, a razdo RL1 e RL2 foi de 0,2 e 1,2, respectivamente.
Essas proporgdes distintas dos diferentes congéneres de ramnolipideos podem
simbolizar uma importante mudanca nas caracteristicas do biossurfactante, afetando
a CMC e tenséao interfacial, que por sua vez irdo alterar a disponibilidade de
nutrientes para a bactéria.

Mesmo que a fungéo fisiolégica das moléculas biossurfactantes ainda n&o
tenha sido completamente esclarecida, sabe-se que elas estdo relacionadas com a
sobrevivéncia do microrganismo; pois atuam na mobilidade, comunicacdo celular,
acesso a nutrientes e competicao célula-célula. Podem ser usados também como fonte
de carbono para a producao de energia e como mecanismo protetor (VAN HAMME;
SINGH; WARD, 2006).

Uma vez que os surfactantes de origem quimica sdo prejudiciais para o
meio ambiente, pois ndo séo biodegradaveis, os biossurfactantes apresentam grandes
vantagens em relacdo a eles, pois sdo biodegradaveis, possuem baixa toxicidade, séo
compativeis com 0 meio ambiente, estaveis em extremos de temperatura, pH e

salinidade, e podem ser sintetizados a partir de matéria-prima renovavel (DESAI E
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BANAT, 1997). Com isso, os biossurfactantes tém sido reconhecidos como substitutos
parciais ou totais dos surfactantes sintéticos (JOSEANE PEREZ, 2014).

Moléculas biossurfactantes detém um potencial para serem usadas em
varios setores industriais, como em produtos de beleza, farmacéuticos, conservantes
de alimento e de detergentes. Mas, atualmente a producédo dessas moléculas é cara
devido ao uso de meios de cultura sintéticos. Dessa forma, tém se dado destaque para
utilizacdo de substratos agroindustriais, como 6leos e residuos vegetais, melaco, soja e
gordura animal; sendo estes de valor econémico baixo e disponiveis em grandes
quantidades (JOSEANE PEREZ, 2014; SAHARAN; SAHU; SHARMA, 2011,
WINTERBURN; MARTIN, 2012).

3.3 MICRORGANISMOS PRODUTORES DE BIOSSURFACTANTES

Como ja mencionado, varios microrganismos sdo produtores de
biossurfactantes. Na tabela 1 encontram-se alguns microrganismos capazes de
produzir moléculas surfactantes e na figura 2 observa-se a estrutura de alguns desses

biossurfactantes.

Tabela 1 - Exemplos de biossurfactantes e seus microrganismos produtores.

Biossurfactante Microrganismo

Trealolipideos Arthrobacter paraffineus

Rhodococcus erythropolis

Ramnolipideos Pseudomonas. aeruginosa

Serratia rubidea

Soforolipideo Candida apicola
Candida bombicola

Surfactina Bacillus subtilis

Bacillus pumilus

Fonte: Adapatado de Mulligan, (2005)
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Figura 2 - Estrutura de alguns biossurfactantes: Ramnolipideo (a); Trealolipideo (b);

Surfactina (c).
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3.4 Pseudomonas aeruginosa

Bactérias do género Pseudomonas destacam-se por sintetizar moléculas

com propriedades surfactantes. Membros desse género pertencem a subclasse

gama do grupo das Proteobactérias e sado capazes de colonizar diversos ambientes.

Devido a sua grande capacidade de degradacdo e biotransformacédo de poluentes,

essas bactérias apresentam potencial para diferentes aplicacdes biotecnolégicas,

particularmente em areas de biorremediacéo e biocatalise (LOH; CAO, 2008).

Dentro deste género encontra-se a espécie Pseudomonas aeruginosa,

bactéria gram-negativa, encapsulada e movel. Apresenta grande versatilidade

ambiental, podendo ser encontrada em habitats aquaticos, terrestres e formando

biofilmes em superficies umidas, como rochas. Encontradas também nos tecidos de
plantas e animais (COSTERTON; STEWART,; GREENBERG, 1999; STOVER et al.,

2000).
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Dentre as razdes que possibilitam sua grande versatilidade estdo a
producdo de varios fatores de viruléncia, incluindo ramnolipideos; proteases
extracelulares, como elastases e proteases alcalinas; exotoxina A; piocianina e
alginato (LAMONT et al.; 2002).

A diversidade de fatores de viruléncia produzidos contribui para que P.
aeruginosa seja considerada um importante patdogeno oportunista. Ela esta
associada com doencas pulmonares cronicas e eventualmente fatais em pacientes
com fibrose cistica. Devido a grande importdncia como patdgeno, por possuir
versatilidade ambiental e complexidade genética, diversos estudos ja foram
realizados com essa bactéria (BRENCIC et al., 2009).

3.5 RAMNOLIPIDEOS

Dentre os vérios biossurfactantes existentes, os ramnolipideos produzidos
por Pseudomonas aeruginosa sdo os mais estudados, devido as suas propriedades
tensoativas e por apresentarem baixa toxicidade (BORDAS et al., 2005; MULLIGAN,
2005, 2009). Estes compostos foram descritos pela primeira vez em 1949 por Jarvis
e Johnson; demonstraram que os ramnolipideos eram secretados pela bactéria para
0 meio durante a fase estacionaria, apés a exaustdo de nitrogénio (NOH; SALLEH,;
YAHYA, 2014).

Sua estrutura é bem diversificada, sendo composta basicamente por uma
ou duas moléculas de ramnose, mono ou di-ramnolipideo, ligadas ao acido graxo, que
também pode variar no tamanho e quantidade de insaturacdo da cadeia carbdnica
(Figura 3) (JOHANN et al., 2016).
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Figura 3 - Estrutura quimica dos ramnolipideos produzidos por Pseudomonas

aeruginosa.
CH CH,
(':H3 CHs s I
(HzC) (HC) 0
(HzC) oLy o 75 /</||
X/I l /4/ “\ "o oH
o o OH  OH a9
OH ®)
CHs mn=4ag CHs mn=4a8
inf oH A Di lipid
OH OH Mono-ramnolipideos ©H ___— 4 1 -ramnolipideos
CH3
OH oH

Fonte: CAMILIOS NETO (2010)

Os ramnolipideos também podem ser descritos como glicosideos
compostos por uma por¢cdo glicona, representada pela ramnose, € uma porgao
aglicona, pelo acido graxo, ligadas por uma ligacéo glicosidica. Quando a molécula
possui duas porcdes glicona, estas sdo ligadas entre si por ligagao a-1,2-glicosidica e
0s acidos graxos sao ligados entre si por ligagdes do tipo éster (ABDEL-MAWGOUD;
LEPINE; DEZIEL, 2010).

Pseudomonas aeruginosa €é a principal espécie produtora de
ramnolipideos, no entanto, outras espécies do género Pseudomonas também tém

sido relatadas como produtoras (Tabela 2).

Os ramnolipideos oferecem vantagens especiais em comparacdo com
outros biossurfactantes por causa da sua potente atividade emulsionante, elevada
atividade tensoativa e por possuir baixa concentragdo micelar critica (NOH; SALLEH,;
YAHYA, 2014). Devido as suas excelentes propriedades, os ramnolipideos reduzem
a tensdo superficial da agua de 72 mN.m! para préximo de 30 mN.m e a tensédo
interfacial do sistema agua/6leo de 43 mN.m? a cerca de 1 mN.m?i Em
consequéncia disso podem ser aplicados na recuperagédo de petréleo, degradacao
de hidrocarbonetos e remoc¢cdo de metais do solo (BORDOLOI; KONWAR, 2008;
AMANI et al. 2010; DAS E CHANDRAN 2011; KASKATEPE, B.; YILDIZ, S., 2016).

Além disso, por serem biodegradaveis e menos nocivos para 0 meio ambiente, 0s
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ramnolipideos, possuem potencial uso em aplicacbes farmacéuticas, cosmeéticas,
pesticidas e antimicrobianas (SODAGARI; INVALLY; JU, 2018).

Tabela 2 - Espécies de Pseudomonas produtoras de ramnolipideos.

Bactérias Referéncia
P. chlororaphis GUNTHER et al., 2005
P. putida WITTGENS et al., 2011
NANGANURU AND KORROPATI.,
2012
P. fluorescens ABOUSEOQOUD et al., 2008

EL-AMINE BENDAHA et al., 2012

P. nitroreducens ONWOSI AND ODIBO, 2012

P. alcaligenes OLIVEIRA et al., 2009

Fonte: préprio autor
3.6 BIOSSINTESE DE RAMNOLIPIDEOS POR Pseudomonas aeruginosa

Os ramnolipideos séo produzidos como metabdlitos secundarios por
Pseudomonas aeruginosa e sua biossintese coincide com a fase estacionaria de
crescimento (DEZIEL et al., 1999; SANTA ANNA et al., 2001).

A biossintese de ramnolipideos é dada por reacdes sequenciais de
transferéncia de grupos glicosil (ramnose). Cada reacdo € catalisada por uma
enzima especifica, sendo que a deoxi-timina-difosfato-.-ramnose (dTDP-L-ramnose)
€ a molécula doadora de ramnose e o B-Hidroxidecanoil-B-Hidroxidecanoato (HAA) é
a molécula receptora (BURGER; GLASER; BURTON, 1963)

A biossintese da porcao hidrofobica se da por um desvio na sintese de
novo de &acidos graxos. No qual, duas moléculas de [-hidroxiacil-ACP sao

convertidas em uma molécula de B-Hidroxidecanoil-B-Hidroxidecanoato (HAA) pela
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enzima RhlA (ZHU; ROCK, 2008). Ja a porcao hidrofilica (ramnose) tem como
precursor a glicose-1-fosfato, que através de reacfes catalisadas pelo operon
rmIBCAD ocorre a formacéo da deoxi-timina-difosfato-L.-ramnose (dTDP-L-ramnose)
(SOBERON-CHAVEZ; LEPINE; DEZIEL, 2005). Em Pseudomonas aeruginosa, bem
como, em outras bactérias gram-negativas, L-ramnose é um componente comum
dos lipopolissacarideos de membrana (LPS) (SADOVSKAYA et al., 1998).

A biossintese do ramnolipideo (Figura 4) ocorre, entdo, pela unido da
ramnose a porcao hidrofébica (HAA) pelo complexo enzimético ramnosiltransferase
|. Este complexo € composto pelas enzimas RhlA e RhIB (codificada pelo operon
rhlAB), RhIB é responsavel por adicionar a primeira ramnose, gerando moléculas de
mono-ramnolipideos (RL1) (OCHSNER; FIECHTER; REISER, 1994). Por meio de
um segundo complexo enzimético, ramnosiltransferase Il (RhIC), codificado pelo
gene rhIC, adiciona-se o segundo grupo ramnosil, gerando moléculas de di-
ramnolipideos (RL2) (RAHIM et al., 2001)

.Figura 4 - Via metabolica de biossintese de ramnolipideo.
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3.7 INFLUENCIA DO QUORUM SENSING NA SINTESE DE RAMNOLIPIDEOS POR

Pseudomonas aeruginosa

As bactérias se comunicam através da producao e deteccdo de moléculas
sinalizadoras secretadas. Esse sistema de comunicacdo célula — célula recebe o
nome de quourum sensing (BASSLER, 2016). No sistema quourum sensing (QS) as
bactérias produzem e liberam moléculas sinalizadoras difusiveis que coordenam o
comportamento de grupo, desse modo o QS permite que as bactérias percebam a
densidade populacional e com essas informacgdes, possam regular a expressao de
véarios genes (SANDOZ; MITZIMBERG; SCHUSTER, 2007).

Dentre os genes controlados por esse sistema em Pseudomonas
aeruginosa estdo o0s responsaveis por diversos fatores de viruléncia, como a
producdo de ramnolipideos (SOBERON-CHAVEZ; LEPINE; DEZIEL, 2005;
SANDOZ; MITZIMBERG; SCHUSTER, 2007). No QS de P. aeruginosa existem duas
moléculas sinalizadoras do tipo acil-homoserinolactonas (acil-HSL): N-(3-
oxododecanoil)-HSL e N-butiril-HSL, produzidas pelas enzimas Lasl e Rhll,
respectivamente (Figura 5). As moléculas de acil-HSL ligam-se aos referentes
fatores de transcricdo (LasR e RhIR), ativando a expresséo dos genes alvos. Os dois
circuitos sédo arranjados hierarquicamente, assim Lasl-LasR controla positivamente a
expressdo de RhII-RhIR (Figura 5) (SANDOZ; MITZIMBERG; SCHUSTER, 2007,
REIS et. al., 2011).

O locus rhl no cromossomo de Pseudomonas aeruginosa contém o
operon rhlAB que codifica a enzima responsavel pela formacdo dos mono-
ramnolipideos, ramnosiltransferase | (Figura 5) (RAHIM et al., 2001; CAMILIOS
NETO, 2010) e rhll-rhIR, que compde um dos circuitos do sistema quorum sensing
(QS) (Figura 5). Estes genes sdo transcritos na mesma direcdo, mas com rhlAB
sendo transcrito independentemente de rhll e rhIR. O operon rhlAB é estritamente
regulado por QS, enquanto rhiC, que tem como produto de sua expressdo a
ramnosiltransferase I, enzima responsavel pela formacéo de di-ramnolipideos, tem
sua transcricdo coordenadamente regulada com rhlAB pelo mesmo sistema (REIS
et. al., 2011; RAHIM et al., 2001).



Figura 5 — Quorum sensing de Pseudomonas aeruginosa
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3.8 PRODUCAO DE RAMNOLIPIDEOS

Os biossurfactantes sdo secretados extracelularmente ou permanecem
vinculados as células. Um papel fisiologico da producédo dos biossurfactantes é
favorecer o crescimento de microrganismos em substratos imisciveis em agua.
Também apresentam funcdo de reserva energética, na regulagdo do transporte de
metais pesados, na regulacdo do acoplamento/desacoplamento do microrganismo
em superficies, como fator de viruléncia e como agente antimicrobiano. A producao
maxima de ramnolipideos € normalmente conferida no fim da fase exponencial de
crescimento e ndo esta associada ao crescimento (KRONEMBERGER, 2007,
SOBERON-CHAVEZ, 2011).

Alguns fatores podem influenciar a produtividade de ramnolipideos, como
a relacédo carbono-nitrogénio (C/N). Valores de relagdo C/N de 18 (GUERRA-
SANTOS et al., 1984), 10 (ABOUSEOUD et al., 2008), 20 (RAZA et al., 2007) e 55
(MONTEIRO, 2007) sao reportados na literatura. Alguns autores dizem que ha uma
linearidade entre o aumento da relacdo C/N e a produgcdo de ramnolipideos,
enguanto outros citam a existéncia de uma relagcéo inversa, ou seja, 0 aumento da
produtividade de ramnolipideos com a diminuicdo da relacdo C/N (ARINO et al.,
1996; GUERRA-SANTOS et al., 1984). A natureza da fonte de nitrogénio e de
carbono também pode influenciar. Na literatura é relatada a utilizacdo de fontes
inorganicas de nitrogénio (sulfato de amonio e nitratos), pois sédo reportadas como
melhores do que as fontes organicas como extrato de levedura (WU et al., 2008;
GUERRA-SANTOS et al., 1984).

Em relacdo as fontes de carbono, estas sdo divididas em lipidicas e
glicidicas, sendo que cada um dos tipos ir4 influenciar na quantidade de
ramnolipideo produzida e na mistura de congéneres produzidos pelo microrganismo
(NITSCHKE et al., 2005).

A producédo de ramnolipideos por P.aeruginosa esta sujeita ainda a outros
fatores como o0 mecanismo de resposta Quorum Sensing (QS), fatores de estresse,
tais como a falta de nutrientes, alteracées no padrdo de salinidade, temperatura,
entre outros (HONNA, 2013; SIVASAMY et al., 2016).

A tabela 3 traz alguns estudos de producdo de ramnolipideos por

bactérias de género Pseudomonas.
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Tabela 3 - Producdo de ramnolipideos por cepas de Pseudomonas em diferentes

fontes de carbono.

Cepa Fonte de carbono Ramnolipideo Referéncia
(9/L)
Pseudomonas Glicose 8,6 WU et al., 2008
aeruginosa EM1
Pseudomonas Glicerol 12,4 MONTEIRO et al.,
aeruginosa 2007
UFPEDA 614
Pseudomonas. Glicerol 17,9 ARINO et al., 1996
aeruginosa GL1
Pseudomonas Oleo de palma 0,39-0,43 RADZUAN;
aeruginosa PAO1 BANAT;
WINTERBURN,
2016
P. aeruginosa DR1  Oleo de semente 1,8 REDDY et al.,
de manga 2016
P. aeruginosa Oleo de azeite 0,299 RAMIREZ et al.,
PAOL 2016
Pseudomonas Residuos de 6leo 13,93 LAN et al., 2015
SWP-4 de cozinha
P. aeruginosa Glicerol 15,9 SANTANA FILHO,
UFPEDA 614 2009
Pseudomonas sp. Oleo de canola 45 TRUMMLER,;
DSM 2874 EFFENBERGER,;
SYLDATK,
2003
Pseudomonas Glicerol e 6leo de Glicerol: 9,5 SODAGARI;

aeruginosa E03-40 :
soja

Oleo de soja: 21

INVALLY; JU, 2018

Fonte: préprio autor



28

3.9 ESTRATEGIAS DE PRODUGAO

A maioria dos trabalhos de producdo de ramnolipideos sdo conduzidos
em cultivos submersos, mas esta metodologia apresenta algumas limitacdes, pois a
producdo do tensoativo resulta em formacéo de espuma, uma vez que 0s cultivos
sdo mantidos em agitacdo e aeracdo forcada. Dessa forma, as células do
microrganismo, nutrientes e produtos ficam retidos na espuma, acarretando em
perda de produtividade (LEE; KIM, 2004; YEH et al., 2006; KRIEGER; CAMILIOS
NETO; MITCHELL, 2010).

Com o propésito de reprimir a formacdo de espuma, tem-se utilizado
compostos quimicos, denominados anti-espumantes, e aparelhos mecanicos para
guebrar a espuma, entretanto estas estratégias possuem um elevado custo e nao
sdo integralmente eficientes, o que tem contribuido para falta de processos de
producdo em escala comercial de ramnolipideos (KRIEGER; CAMILIOS NETO;
MITCHELL, 2010).

Consequentemente, o principal obstaculo na producdo em grande escala
de biossurfactantes é o custo elevado quando comparado com tensoativos de
origem quimica (GONG; PENG; WANG, 2015). Dessa forma, métodos alternativos
para a producdo de ramnolipideos vem sendo estudados.

Uma estratégia € a utilizacdo de cultivos com suporte soélido para evitar a
formacdo de espuma (CAMILIOS NETO et al.,, 2008; 2009; 2011). O substrato
utilizado pode ser de origem agroindustrial, incluindo residuos do mesmo, dessa
forma o custo da producao € diminuido (JOSEANE PEREZ, 2014; SAHARAN; SAHU,;
SHARMA, 2011; WINTERBURN; MARTIN, 2012).

3.10 TORTA DE MILHO (TM)

A utilizac&o de suportes sélidos de origem agroindustrial, para a producéo
de tensoativos de origem biolégica € uma opcéo. Assim sendo, para este trabalho,
utilizou-se a torta de milho (TM), gentilmente cedida pela Caramuru (Caramuru

Alimentos, Unidade Apucarana, Apucarana, Parand), como substrato sélido.
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Torta de milho (TM) (Figura 6) € o resultante industrial da extracao do Oleo

de milho. Na tabela 4 estéa retratada a sua composicéo centesimal.

Figura 6 — Torta de milho (TM)

Fonte: préprio autor

Provavel processo de obtencdo da torta: A extracdo de Oleos vegetais é feita de forma
mecanica, nas chamadas prensas continuas. Ao final do processo de prensagem sao
obtidos dois materiais: a chamada torta, que é a porcéo sdlida resultante da prensagem e o
6leo bruto que pode conter particulas sélidas. O éleo segue para um processo de filtragem,
enquanto a torta pode sofrer um segundo processo de extracdo com utilizacdo de solventes
(RAMALHO; SUAREZ, 2012).

Tabela 4 — Composicéo centesimal da Torta de Milho

Torta de Milho (%)

Carboidratos 55,0
Umidade 13,0
Proteinas 12,5
Fibras 4,0
Residuo mineral 4,0
Lipideos 0,7

Fonte: Caramuru — comunicacdo pessoal (www.caramuru.com)
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4 MATERIAL E METODOS

Neste item s@o apresentados os materiais e metodologias utilizadas no
decorrer deste trabalho. O mesmo foi desenvolvido no Laboratério de Bioquimica e

Biotecnologia da Universidade Estadual de Londrina (UEL).
4.1 MATERIAL
A tabela 5 apresenta os principais materiais quimicos utilizados.

Tabela 5 — Materiais quimicos utilizados nos experimentos.

Item utilizado Fabricante
Triptona Acumedia
Extrato de levedura Reatec
NaCl Synth
Agar Himedia
KH2PO4 Nuclear
K2HPO4 Nuclear
MgSOa4+7H20 Nuclear
(NH4)2S04 Biotec
Glicerol Vetec
Cloroférmio Synth
Metanol Synth
KCI Synth
Acido sulfarico Anidrol
Orcinol Reagen

Fonte: Préprio autor
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4.1.2 Microrganismo

A cepa bacteriana utilizada foi a Pseudomonas aeruginosa PAOL. Isolada
originalmente na Australia (HOLLOWAY, 1955). PAOL é a cepa de P. aeruginosa
mundialmente mais utilizada em estudos laboratoriais, apresenta o genoma
sequenciado e publicado (STOVER et al., 2000). Esta cepa PAO1 foi mantida em
meio liquido Luria-Bertani (LB) (composigéo 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.

4.2 PREPARO DO INOCULO

Pré-in6culos foram realizados em frascos Erlenmeyers de 125 mL
contendo 25 mL do meio LB, inoculados com 3-5 colénias 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/200rpm. O in6culo foi realizado em frascos Erlenmeyers de 125 mL
contendo 25 mL de meio LB, inoculados com o pré-indculo em uma proporcéao de
2% (v/v) e incubados, em agitador orbital, a 37°C por 5-6 h sob agitacado de 200 rpm.
O crescimento bacteriano durante o preparo do in6culo foi acompanhado pela
determinacdo da absorbéncia do meio de cultivo a 600 nm (D.0.600nm), sendo
utilizado quando a absorbancia estivesse entre 0,6 — 0,8 (CAMILIOS NETO, 2010).

4.3 CuLTIVO SUBMERSO (CSB)

Os ensaios de CSb foram realizados em frascos Erlenmeyers 125 mL
contendo 25 mL de meio de sais (contendo por litro: 3,0 g KH2PO4; 7,0 g K2HPOg;
0,2 g MgS04.7H20 e 1,0 g (NH4)2S04) acrescentado de glicerol 3% (v/v) ou 6% (v/v)
e amido. Os meios foram esterilizados por 20 min, a 121°C, resfriados e inoculados
em uma proporcao de 4% v/v. Os meios inoculados foram incubados em agitador

orbital a 37°C/200rpm por nove dias.
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4.4 CuULTIVO SUBMERSO ESTATICO (CSBE)

Os ensaios de CSbE foram realizados em frascos Erlenmeyers 125 mL
contendo 25 mL de meio de sais (contendo por litro: 3,0 g KH2POs; 7,0 g K2HPOg;
0,2 g MgS04.7H20 e 1,0 g (NH4)2S0O4) acrescentado de glicerol 3% (v/v). Os cultivos
foram inoculados com 4% (v/v) de inéculo e incubados a 37°C por nove dias.

4.5 CULTIVO SUBMERSO ESTATICO COM SUPORTE SOLIDO DE TORTA DE MiLHO (CSBE -
T™)

Os ensaios de CSbE - TM foram realizados em frascos Erlenmeyers 125
mL contendo 25 mL de meio de sais (contendo por litro: 3,0 g KH2PO4; 7,0 ¢
K2HPO4; 0,2 g MgS04.7H20 e 1,0 g (NH4)2S04) e como suporte sdlido, 10% (m/v) de
torta de milho (TM), gentilmente cedida pela Caramuru Alimentos, acrescentado de
glicerol (3% v/v). Os cultivos foram inoculados com 4% (v/v) de indculo e incubados
a 37°C por nove dias.

4.6 CULTIVO SUBMERSO COM SUPORTE SOLIDO DE TORTA DE MILHO (CSB — TM)

Os ensaios para CSb —TM foram realizados em frascos Erlenmeyers 125
mL, 250 mL e 1L contendo, como suporte soélido, de 2,5% (m/v) a 20% (m/v) de torta
de milho (TM), na presencga ou auséncia de extrato de TM e/ou amido, em 25 mL,
100 mL e 400 mL (respectivamente aos volumes dos frascos) de meio de sais
(contendo por litro: 3,0 g KH2PO4; 7,0 g K2HPO4; 0,2 g MgS04.7H20 e 1,0 ¢
(NH4)2S04) acrescentado de glicerol 3 a 10% (v/v) e 0Oleo de soja 1 a 6% (m/v). Os
meios foram esterilizados por 20 min a 121°C, resfriados e inoculados com 4% de
in6culo em volume de meio de cultivo. Os cultivos foram incubados a 37°C/200 rpm

por nove dias.
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4.6.1 Preparo do Extrato de Torta de Milho (EXTM)

O extrato foi preparado em tubos de centrifugacao de 50 mL (tipo Falcon),
no qual foi adicionado 30 mL de agua destilada em 2,59 de torta de milho moida (20
mesh) e submetidos a autoclave por 20 min a 121°C. Em seguida foram
centrifugados e o sobrenadante foi utilizado para os cultivos.

4.7 METODOS ANALITICOS

4.7.1 Determinacdo do Crescimento Bacteriano do Indculo

O crescimento bacteriano foi determinado por turbidimetria a 600 nm.

4.7.2 Extracdo dos Ramnolipideos

Os ensaios de CSbE-TM e CSb-TM foram interrompidos com nove dias
de cultivo e submetidos a extracdo com agua destilada em agitador orbital (200 rpm)
por 10 minutos. Os extratos resultantes, assim como o CSb e CSbE, foram
centrifugados a 4.500 rpm, por 15 min em temperatura ambiente. Os sobrenadantes
livres de células foram submetidos a extracdo com CHCI3:CHsOH (3:1) e os
ramnolipideos recuperados na fragdo organica. Os ramnolipideos recuperados foram

solubilizados em agua destilada.

4.7.3 Quantificagdo dos Ramnolipideos

A partir da fracdo organica solubilizada em agua (item 4.7.2) foi realizada
a determinagdo dos acucares redutores totais, pelo método de Fenol-Sulfarico
(DUBOIS et al., 1956), utilizando-se uma curva padrao de ramnose, que possibilita a

quantificacdo indireta dos ramnolipideos.
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4.7.3.1 Analise estatistica

As determinacbes das diferencas estatisticas foram realizadas por
ANOVA simples (One-Way ANOVA) seguida de teste de Tukey (p <0,05) utilizando
programa GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc., USA-500.288, version 5.0).

4.7.4 Precipitacdo de Ramnolipideos em Meio Acido

O sobrenadante livre de células (item 4.7.2) foi acidificado com &cido
cloridrico (37%) até pH 2 e mantido em camara fria por, pelo menos, 5 dias para
precipitacdo dos ramnolipideos. Em seguida, o meio foi centrifugado e o pellet foi
submetido a extracdo com cloroformio-metanol (9:1). Apds a extracdo, a amostra foi

liofilizada.

4.7.5 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Os ramnolipideos liofilizados (item 4.7.4) foram solubilizados em
cloroférmio e submetidos a analise por cromatografia em camada delgada (CCD)
sobre silica (DC-Fertigfolien ALUGRAM® Xtra SIL G/UVazss). A fase mével era
composta por uma mistura de cloroféormio, metanol e acido acético (65, 7,5 e 2 mL
respectivamente). A presenca dos ramnolipideos foi identificada com a utilizacao de
revelador especifico para carboidratos (orcinol) e também por uma mistura de

metanol e 4cido sulfurico, aquecidos a 100°C por 5 min (SKISPISKI, 1975).



35

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ESTUDOS PRELIMINARES DE PRODUGCAO DE RAMNOLIPIDEOS POR Pseudomonas

aeruginosa UTILIZANDO TORTA DE MILHO.

Experimentos iniciais apontaram que os cultivos submersos com suporte
sélido de torta de milho (CSb — TM), quando comparado aos outros métodos de
producdo (cultivo submerso e cultivo submerso estatico), obtiveram resultados
promissores, chegando a um aumento de 4 vezes na producdo de ramnolipideos
(Tabela 6). TM é um subproduto sélido da extracdo do 6leo de milho, que pode
servir como um Otimo substrato, tanto para a producdo de ramnolipideos,
oferecendo nutrientes para o crescimento bacteriano e biossintese do composto,
como para a adesao da bactéria (CAMILIOS-NETO et. al., 2011).

Tabela 6 — Producdo de Ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa em cultivo
submerso estético, cultivo submerso, cultivo submerso estatico com TM e cultivo

submerso com TM.

Sigla Descricao do cultivo Cepa Condicdo de Ramnolipideos
cultivo (g/L)"
CSbE Cultivo submerso PAO1 37°C, 9 dias, 2,3+0,32
estatico, 3% glicerol
CSb Cultivo submerso, 3% PAO1 37°C, 9 dias, 3+0,14
glicerol 200 rpm
CSbE - T™M Cultivo submerso PAO1 37°C, 9 dias, 4,2 +0,51

estatico com TM, 3%
glicerol e 10%TM
CSb-TM  Cultivo submerso com PAO1 37°C, 9 dias, 13,1+0,71
TM, 3% glicerol e 200 rpm
10% T™M

Fonte: Préprio autor

*ConcentracBes de ramnolipideos sao médias de triplicatas + desvio padrao
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Uma vez que os estudos iniciais indicaram que os cultivos submersos
com suporte sélido de torta de milho (CSb — TM) foram os mais promissores, esses

foram os escolhidos para seguir com 0s demais experimentos.

5.2 EFEITO DA CONCENTRAGAO DE GLICEROL NA PRODUGAO DE RAMNOLIPIDEOS EM

CULTIVOS SUBMERSOS COM TORTA DE MILHO.

Glicerol, conhecido comercialmente como glicerina, um composto
organico pertencente a funcéo alcool, de formula molecular C3sHsOs, pode ser uma
boa fonte de carbono para a producéo de biossurfactante. Autores como Monteiro et.
al. (2007), Arino et. al. (1996), Santana Filho (2009) e Sodagari; Invally; Ju, (2018),

utilizaram em suas pesquisas.

Neste trabalho foi avaliado o efeito da concentracéo do glicerol de 3%, 6% e
10% (v/v) sobre a producédo do biossurfactante (Grafico 1). Ao comparar as varias
concentracdes de glicerol, notam-se diferencas significativas na producdo dos
ramnolipideos. Quando aumentado, de 3% para 6% (v/v) a quantidade de glicerol nos
cultivos, observa-se um incremento na producdo de ramnolipideos, de 13,1 g/L + 0,7
para 18,8 g/L + 1,91 (Gréfico 1 — médias de triplicatas + desvio padrado). Entretanto, ao
adicionar 10% (v/v) de glicerol, a producdo do tensoativo caiu significativamente,
produzindo apenas 6,8 g/L = 0,87. O excesso de glicerol adicionado ao meio pode ter
gerado problemas de osmorregulacdo/absorcéo de nutrientes pela bactéria, levando a
diminui¢cdo da producéo. Dessa forma, as condi¢des de cultivo com 3% e 10% (v/v) de

glicerol foram descartadas para os proximos experimentos.

Em analises de produgéo de ramnolipideos feito por Ehinmitola, Aransiola
e Adeagbo (2018), as maiores concentra¢cdes alcancadas do biossurfactante foram
de 4 g/L, utilizando 20 g/L de glicose e 0,5 g/L utilizando 2 % (m/v) de glicerol. Estes

resultados também foram abaixo do alcancado no presente trabalho.
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Grafico 1 — Efeito da concentracédo de glicerol em cultivos submersos com substrato

solido de torta de milho para a producao de ramnolipideos por PAOL.
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Fonte: Préprio autor

CSb_TM_G3: Cultivo Submerso com 10% (m/v) de TM e 3% (v/v) de glicerol.
CSb_TM_G6: Cultivo Submerso com 10% (m/v) de TM e 6% (v/v) de glicerol.
CSb_TM_G10: Cultivo Submerso com 10% (m/v) de TM e 10% (v/v) de glicerol.

As letras diferentes sobre as barras indicam diferenca estatisticamente significativa em teste de
Tukey, p-valor < 0,05.

5.3 AVALIACAO DA ADICAO DE OLEO DE SOJA EM CULTIVOS SUBMERSOS COM TORTA DE
MILHO

Nos experimentos realizados com diferentes concentragdes de glicerol
(Gréfico 1) o melhor resultado obtido foi utilizando 6% (v/v). Para melhorar a
producdo do ramnolipideo e evitar a formacédo de espuma, a concentracdo de 6%

(v/v) de glicerol foi mantida e adicionalmente foi avaliado o acréscimo de 6leo de
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soja (OS) nos cultivos em diferentes concentracdes (Gréafico 2), pois este também

pode ser doador de carbono para a sintese do composto surfactante.

Gréfico 2 - Efeito da concentracéo de 6leo se soja em cultivos submersos com

substrato sélido de torta de milho para a producdo de ramnolipideos por PAOL.
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Fonte: Préprio autor

CSb_TM10%_0S1%: Cultivo submerso com 10% (m/v) de TM, 6% (v/v) de glicerol e 1% (m/v)
de dleo de soja.

CSb_TM10%_0S2%: Cultivo submerso com 10% (m/v) de TM, 6% (v/v) de glicerol e 2% (m/v)
de 6leo de soja.

CSb_TM10%_0OS3%: Cultivo submerso com 10% (m/v) de TM, 6% (v/v) de glicerol e 3% (m/v)
de 6leo de soja.

CSb_TM10%_0S6%: Cultivo submerso com 10% (m/v) de TM, 6% (v/v) de glicerol e 6% (m/v)
de 6leo de soja.

As letras diferentes sobre as barras indicam diferencga estatisticamente significativa em teste de
Tukey, p-valor < 0,05.
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Ao adicionar 1% (m/v) de 6leo de soja nos cultivos submersos com torta de
milho, notou-se um aumento na producéo dos ramnolipideos, chegando a uma média
de producédo de 32,35 + 2,11 g/L (Gréafico 2 - CSb_TM10%_0OS1%). No entanto, o
aumento da concentracédo de Oleo de soja (2%, 3% e 6% m/v), diminuiu a producéo do
composto surfactante (19,5 + 1,83; 14,7 + 1,67 e 14,2 + 0,85, respectivamente). Nao
houve diferenca estatistica em utilizar 2 % ou 3 % (m/v) de OS, assim como adicionar
3% ou 6% (m/v) de OS. Em contrapartida quando comparamos a utilizacdo de 2% e
6% (m/v) de OS, observamos que ha diferen¢a na producéo, uma vez que a condicao
de 2% (m/v) é superior a 6% (m/v) de 6leo.

Radzuan, Banat e Wintenburn (2018) em seus estudos de producdo de
ramnolipideos por PAOL utilizando destilado de acido graxo de palma (PFAD) e éster
metilico de acido graxo (FAME) como fonte de carbono (10 g/L), alcancaram uma
concentracdo méaxima de ramnolipideo de 3,4 g/L e 3 g/L, respectivamente, ap0s 84
h, sendo inferior ao atingido neste trabalho.

5.4  AVALIACAO DA QUANTIDADE DE TORTA DE MILHO E CONCENTRAGCAO DE OLEO DE SOJA

EM CULTIVOS SUBMERSOS.

Posto que em experimentos anteriores, as melhores concentracdes de
glicerol e 6leo de soja foram encontradas, o préximo experimento foi conduzido com

6% (v/v) de glicerol, 1% e 2% (m/v) de 6leo de soja (Gréfico 2).

Simultaneamente, varias concentracbes de torta de milho (TM) nos
cultivos submersos foram avaliadas, com o objetivo de atingir a quantidade em que
se obtém a maxima producdo de ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa
(Gréfico 3).

A concentracdo de 2% (m/v) de oleo de soja, identificada como nao
promissora nos testes anteriores (Grafico 2), foi novamente testada, devido a
diminuicdo da concentracdo de TM, a fim de se atingir a melhor combinag&o para a

producao.
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Gréafico 3 — Efeito das diferentes concentracfes de torta de milho e 6leo de soja em

cultivos submersos para a producao de ramnolipideos por PAOL.
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Fonte: Préprio autor

CSb_TM5%_0S1%: Cultivo submerso com 5% (m/v) de TM, 6% (v/v) de glicerol e 1% (m/v)
de 6leo de soja.

CSb_TM10%_0S1%: Cultivo submerso com 10% (m/v) de TM, 6% (v/v) de glicerol e 1% (m/v)
de 6leo de soja.

CSb_TM20%_0S1%: Cultivo submerso com 20% (m/v) de TM, 6% (v/v) de glicerol e 1% (m/v)
de 6leo de soja.

CSb_TM5%_0S2%: Cultivo submerso com 5% (m/v) de TM, 6% (v/v) de glicerol e 2% (m/v)
de dleo de soja.

CSb_TM10%_0S2%: Cultivo submerso com 10% (m/v) de TM, 6% (v/v) de glicerol e 2% (m/v)
de dleo de soja.

CSb_TM20%_0S2%: Cultivo submerso com 20% (m/v) de TM, 6% (v/v) de glicerol e 2% (m/v)
de dleo de soja.

As letras diferentes sobre as barras indicam diferenca estatisticamente significativa em teste de
Tukey, p-valor < 0,05.
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De acordo com os resultados encontrados e em concordancia com 0s
resultados anteriores (Grafico 2), a utilizacdo de 2 % (m/v) de Oleo de soja, provoca a
diminuicho da producdo de ramnolipideos pela bactéria PAO1l (Gréfico 3,
CSb_TM5%_0S2%, CSb_TM10%_0S2%, CSb_TM20%_0S2%).

Quando os cultivos foram conduzidos com 20 % (m/v) de TM, houve um
decréscimo da producao do tensoativo e ndo houve diferenca estatistica em utilizar
1% ou 2% de OS. Nesses experimentos as producdes médias foram de 4,45 g/L £
0,82 e 3,06 g/L + 0,75 respectivamente (Grafico 3). A presenca de nutrientes em
excesso, devido a maior quantidade de torta de milho, pode ter inibido o crescimento
das células bacterianas, dessa forma, tendo menor quantidade de células viaveis a

producdo de ramnolipideos teria diminuido.

A adicdo de 1% (m/v) de d6leo de soja foi a melhor condicdo para a
producao de ramnolipideos (Grafico 3). Como a concentracdo de 5% e 10% (m/v) de
torta de milho ndo apresentou diferenca estatistica significativa na producdo de
ramnolipideos, o uso de menos substrato sélido é interessante, pois pode acarretar
economia para 0 processo de producdo. Individualmente essas condi¢cdes
produziram 36,4 g/L e 35,5 g/L de ramnolipideos respectivamente, sendo a primeira

condicéo (5% m/v) mais vantajosa.

Para avaliar se uma quantidade menor que 5 % (m/v) de torta de milho
como suporte sélido resultasse numa melhor producdo do composto tensoativo, foi
testada a concentracdo de 2,5% de TM nos cultivos. No gréfico 4, encontram-se 0s
resultados obtidos. Comparando com as melhores condi¢cdes de cultivo encontradas,
observa-se que na concentracdo testada, a producdo de ramnolipideos foi diminuida
quase 2,5 vezes (de 36,4 para 14,71 g/L), provavelmente por apresentar quantidade
inferior de nutrientes disponiveis para a bactéria crescer e sintetizar a molécula

surfactante.
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Grafico 4 — Analise da diminuicdo da concentracado de torta de milho em cultivos

submersos com suporte solido para a producéao de ramnolipideos por PAOL.
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Fonte: Proéprio autor

CSb_TM2,5% 0OS1%: Cultivo submerso com 2,5% (m/v) de TM, 6% (v/v) de glicerol e 1%
(m/v) de dleo de soja.

CSb_TM5%_0S1%: Cultivo submerso com 5% (m/v) de TM, 6% (v/v) de glicerol e 1% (m/v)
de dleo de soja.

CSb_TM10%_0S1%: Cultivo submerso com 10% (m/v) de TM, 6% (v/v) de glicerol e 1% (m/v)
de 6leo de soja.

As letras diferentes sobre as barras indicam diferenca estatisticamente significativa em teste de
Tukey, p-valor < 0,05.
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5.5 EFEITO DO ESCALONAMENTO SOBRE A PRODUGCAO DE RAMNOLIPIDEOS EM CULTIVOS

SUBMERSOS COM TORTA DE MILHO.

Apoés determinacdo da melhor condicdo de cultivo para a producédo de
ramnolipideos por PAOL [Cultivo submerso com 5% (m/v) de Torta de milho, 6% (v/v)
de glicerol e 1% (m/v) 6leo de soja], novos experimentos com volumes maiores foram

realizados, mantendo a proporcéo de TM, glicerol e 6leo de soja.

De acordo com os valores de ramnolipideos produzidos (Gréfico 5), ao
aumentar quatro vezes (Grafico 5 - TM_5g_100mL) o volume de cultivo em relacéo ao
controle (Grafico 5 - TM_1,25g_25mL), ndo houve diferenca estatistica significativa
(Gréfico 5). Contudo, quando aumentamos o volume 16 vezes (Gréfico 5 -
TM_20g_400mL) em relacdo ao controle e quatro vezes em relagcdo ao primeiro teste
(Grafico 5 - TM_5g_100mL), ndo obtivemos bons resultados. Uma vez que a producéo
de ramnolipideos por PAO1 caiu significativamente (de 22,15 g/L para 8,42 g/L). Essa
gueda brusca da producdo pode ser devido ao aumento do volume de cultivo,
dificultando as trocas gasosas e consequentemente afetando negativamente o

crescimento bacteriano.
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Grafico 5 — Efeito do escalonamento sobre a producdo de ramnolipideos em cultivos

submersos com torta de milho.
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Fonte: Proprio autor

TM_1,25g 25mL: Cultivo submerso com 1,25g (5% m/v) de torta de milho, 6% (v/v) glicerol e
1% (m/v) 6leo de soja. Volume final de 25 mL.

TM_5g_100mL: Cultivo submerso com 5g (5% m/v) de torta de milho, 6% (v/v) glicerol e 1%
(m/v) 6leo de soja. Volume final de 100 mL.

TM_20g_400mL: Cultivo submerso com 20g (5% m/v) de torta de milho, 6% (v/v) glicerol e 1%
(m/v) 6leo de soja. Volume final de 400 mL.

As letras diferentes sobre as barras indicam diferenca estatisticamente significativa em teste de
Tukey, p-valor < 0,05.
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5.6 ESTUDO DA INFLUENCIA DOS COMPONENTES DA TORTA DE MILHO NA PRODUGAO DE
RAMNOLIPIDEOS POR PAO1 EM CULTIVOS SUBMERSOS.

Com propdsito de compreender os efeitos da torta de milho na producéo de
ramnolipideos como substrato e suporte solido, testes substituindo total e parcialmente

a TM foram realizados (Gréfico 6).

Grafico 6 — Producdo de ramnolipideos por PAO1 em cultivos submersos com torta de
milho (TM), Extrato de torta de milho (EXTM) e amido.
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Fonte: Proprio autor

CSb_TM5%: Cultivo submerso com 5% (m/v) de torta de milho, 6% (v/v) glicerol e 1% (m/v)
6leo de soja.*

CSb_TM2,5%: Cultivo submerso com 2,5% (m/v) de torta de milho, 6% (v/v) glicerol e 1% (m/v)
Oleo de soja.*

CSb_TM2,5% ExTM2,5%: Cultivo submerso com 2,5% (m/v) de torta de milho, 6% (v/Vv)
glicerol, 1% (m/v) 6leo de soja e Extrato de torta de milho (2,5% v/v).*
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CSb_ExTM5%: Cultivo submerso sem torta de milho, 6% (v/v) glicerol, 1% (m/v) 6leo de soja e
Extrato de torta de milho (5% ).*

CSb_TM2,5% Amido2,5%: Cultivo submerso com 2,5% (m/v) de torta de milho, 6% (v/v)
glicerol, 1% (m/v) 6leo de soja e 2,5% (m/v) amido.*

CSb_Amido5%.: Cultivo submerso com 5% (m/v) amido, 6% (v/v) glicerol e 1% (m/v) 6leo de
soja. *

As letras diferentes sobre as barras indicam diferenca estatisticamente significativa em teste de
Tukey, p-valor < 0,05. *Volume final de 25 mL.

Com os resultados encontrados, nota-se que a presenca de um substrato e
suporte solido faz diferenca na producdo de ramnolipideos, pois quando o
substrato/suporte solido foi retirado do cultivo, a producéo diminuiu consideravelmente
(Gréfico 6 - CSbh_EXTM5% e CSb_Amido5%).

Em concordancia com experimentos anteriores (Grafico 4), quando
diminuimos a concentracédo de TM para 2,5% (m/v) nos cultivos, ocorre um decréscimo
da producéo do tensoativo (Gréafico 6 - CSb_TM2,5%). Mas quando comparamos essa
condi¢cdo com um cultivo utilizando apenas o extrato de torta de milho (CSb_ExTM5%)
néo ha diferencga estatistica. Isto &, independente de utilizar o suporte solido (2,5% m/v)
ou apenas um meio liquido de extrato de torta de milho 5% (v/v) (correspondente a
utilizar 5% m/v de TM), teremos a mesma producdo de ramnolipideos. Dessa forma, o
resultado sugere que o extrato de TM 5% (v/v) corresponde ao que 2,5% (m/v) de TM

solida oferece ao microrganismo para a sintese do tensoativo.

Visto que, ao reduzir a quantidade de TM, a producdo do tensoativo
diminuiu, tentou-se compensar a reducdo do suporte sélido adicionando extrato de
torta de milho (ExTM) ou amido. Nos cultivos substituidos com amido (Grafico 6 —
CSb_TM2,5%_Amido2,5%) a producéo continuou baixa e estatisticamente semelhante
a utilizacdo de apenas 2,5% (m/v) de TM (Gréfico 6). Assim como utilizar apenas
extrato de torta de milho é estatisticamente semelhante a produ¢cdo com TM e amido.
Mas quando usado o extrato de torta de milho como substituinte a producdo de
ramnolipideos volta a aumentar (Gréfico 6 — CSb_TM2,5% EXTM2,5%).

Ao utilizar EXTM, comprovou-se que este € um substituto mais eficiente
para a TM do que o amido, entretanto a melhor condicdo para a producdo de

ramnolipideos foi quando o substrato/suporte soélido estava presente a 5 % (m/v) e sem
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a presenca de um substituinte (Grafico 6). O presente resultado sugere que a
presenca do solido (TM) é indispensavel para os altos niveis de producdo de
ramnolipideos e também que os componentes solUveis da torta de milho que

promovem a inducéo da producéo de ramnolipideos séo outros que ndo o amido.

5.7 CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA (CCD) DE RAMNOLIPIDEOS PRODUZIDOS EM

CULTIVOS SUBMERSOS COM TORTA DE MILHO.

A presenca de mono-ramnolipideos (RL1) e di-ramnolipideos (RL2),
produzidos por cultivos submersos com torta de milho como substrato solido, na
melhor condicdo encontrada, foram visualizados por cromatografia em camada
delgada. A maior proporcdo de RL2 é notada pela intensidade das bandas reveladas

pelo orcinol (Figura 7).

O resultado encontrado, maior proporcdo de RL2, esta de acordo com o0s
resultados alcancados por Sodagari, Invally e Ju (2018). Uma vez que estes autores
em experimentos conduzidos com glicerol como fonte de carbono, obtiveram 64 %
de di-ramnolipideos e 36 % de mono-ramnolipideos. No entanto, os resultados vistos
na figura 7, provavelmente indiquem uma relagcéo superior a 90 % de RL2, haja vista
gue o extrato bruto controle (Figura 7 - C) analisado por espectrometria de massas
apresentou uma relacdo RL2/RL1 superior a 9, sugerindo uma relacdo de 90% de
RL2. Além disso, a producdo aerdbica de ramnolipideos favorece a sintese de
moléculas RL2. Enquanto, a producdo anaerobica favorece a obtengdo de RL1. Isso
se deve a regulacdo negativa sobre o gene rhiC, quando em anaerobiose, assim
com menos RhIC (ramnosiltransferase 1l) havera menor producédo de RL2 (ZHAO, et.
al., 2018)



48

Figura 7 — Cromatograma de Cromatografia em Camada Delgada dos ramnolipideos

produzidos em Cultivos Submersos com Torta de Milho como substrato sélido.

Metgmol

Fonte: Proprio autor

CCD revelada com metanol + &cido sulfarico e orcinol. (C) Extrato bruto controle contendo
mistura de mono-ramnolipideos e di-ramnolipideos. (A) Extrato bruto contendo ramnolipideos
produzidos em cultivos submersos com torta de milho como suporte sélido.
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CONCLUSOES

A adicdo de um suporte sélido de torta de milho ao cultivo aumentou
significativamente a producdo de ramnolipideos por PAO1l, sendo uma

estratégia promissora para a producédo de biossurfactantes.

A utilizacdo de 6% (v/v) de glicerol e 1% (m/v) de 6leo de soja melhora a

producédo de ramnolipideos por PAO1 em cultivo submerso com torta de milho.

A quantidade ideal de torta de milho para a producéo de ramnolipideos é de 5 %
(mhv).

Por meio de estudos sobre a influéncia dos componentes da torta de milho,
constatou-se que a caracteristica fisica (suporte soélido) da torta auxilia na
sintese do ramnolipideo. Constatou-se ainda que nutrientes solUveis dessa
torta, além do amido, também influencia positivamente a sintese de

ramnolipideos.

Através da andlise cromatografica, identificou-se maior sintese de moléculas

com duas por¢des de ramnose (di-ramnolipideo).

A maior producado de ramnolipideos (36 g/L) foi alcangada em cultivo submerso
com 5% (m/v) de torta de milho, 6% (v/v) de glicerol e 1% (m/v) de Oleo de soja,
durante 9 dias a 37°C.
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7 EXPERIMENTOS FUTUROS

e Determinacdo da mistura de congéneres de ramnolipideos produzidos por
cultivos submersos com suporte sélido, e a pureza destes, por ressonancia
magnética nuclear (RMN) e cromatografia liquida acoplada a espectrometria

de massas.

e Purificacdo do extrato bruto de ramnolipideos obtido com intuito de se obter

uma molécula unica de ramnolipideo, para fim de aplicacdo farmacéutica.
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