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RESUMO 
 
 

Biossurfactantes são tensoativos produzidos por microrganismos. Dentre os 
tensoativos mais importantes estão os ramnolipídeos produzidos pela bactéria gram-
negativa Pseudomonas aeruginosa. Estes chamam a atenção devido a sua baixa 
toxicidade, alta biodegradabilidade e excelentes propriedades tensoativas, podendo 
ser bons substitutos aos surfactantes de origem química. Ainda que apresentem 
grande potencial de aplicação, existem poucos processos de produção devido ao 
alto custo e aos problemas que a agitação e aeração forçada causam. Deste modo, 
o presente trabalho teve como objetivo desenvolver um processo de produção de 
ramnolipídeos utilizando, um subproduto agroindustrial, torta de milho como suporte 
sólido em cultivos submersos. Nos cultivos realizados com diferentes concentrações 
de glicerol e óleo de soja, as melhores produções de ramnolipídeos foram obtidas 
com 6% (v/v) de glicerol, produzindo 21 g/L e 1% (m/v) de óleo de soja, juntamente 
com a presença do suporte sólido, produzindo 32 g/L do tensoativo. Já a melhor 
produção (36 g/L) foi obtida com suporte sólido de torta de milho a 5% (m/v), 6% 
(v/v) de glicerol e 1% (m/v) de óleo de soja, proporcionando um aumento de 10 
vezes em relação a cultivos submersos clássicos (3 g/L). Nos estudos sobre a 
influência dos componentes da torta, foi identificado que outros nutrientes, além do 
carboidrato, influenciam positivamente na biossíntese do ramnolipídeo. Pela análise 
cromatográfica, constatou-se que a bactéria Pseudomonas aeruginosa, sintetizou 
uma maior proporção de moléculas com duas porções de ramnose. Os resultados 
obtidos indicam que a produção de ramnolipídeos por cultivo submerso com suporte 
sólido de torta de milho é uma metodologia promissora para viabilizar a produção de 
biossurfactantes. 
 
Palavras-chave: Pseudomonas aeruginosa. Ramnolipídeos. Suporte sólido. Torta 

de Milho. 
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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     INTRODUÇÃO 

Os surfactantes são moléculas anfipáticas que possuem uma porção polar, 

hidrofílica, e uma porção apolar hidrofóbica. A porção polar pode ser iônica, não-iônica 

ou anfotérica enquanto a porção apolar é geralmente uma cadeia hidrocarbonada. A 

presença de grupos hidrofóbicos e hidrofílicos proporciona a característica de diminuir 

a tensão superficial e interfacial (NITSCHKE, M.; PASTORE, G. M., 2002).     

A crescente preocupação com o meio ambiente tem levado à procura por 

surfactantes de origem natural. Dessa forma, os biossurfactantes, tensoativos 

produzidos por microrganismos, vêm ganhando ênfase devido a sua baixa toxicidade, 

biodegradabilidade, aceitabilidade ecológica e alta estabilidade em condições 

extremas de temperatura, pH e salinidade (ARAB, F.; MULLIGAN, C. N., 2014, 

KASKATEPE; YILDIZ, 2016). Os surfactantes de origem biológica têm potencial de 

aplicação em condições onde se faz necessária a dispersão de tensoativos no meio-

ambiente, especificamente na limpeza de derramamentos de óleo e compostos 

hidrofóbicos e no aumento da recuperação de óleo de reservatórios. Nestas 

aplicações o uso de surfactantes de origem biológica é a opção mais adequada, 

visto que surfactantes químicos podem causar contaminações ambientais 

(CAMILIOS NETO et al., 2011). 

Uma das classes de biossurfactantes mais relevantes são os ramnolipídeos 

produzidos por Pseudomonas aeruginosa, pois estes exibem excelentes propriedades 

tensoativas, além de apresentarem ganhos no processo produtivo em decorrência das 

altas concentrações e a utilização de fontes de baixo custo de produção (WEI et al., 

2005, MONTEIRO et al., 2007; LINHARDT et al., 1987; HOLMBERG, 2001). Eles 

apresentam alta atividade emulsificante e uma pequena atividade antibiótica, além 

de ficarem retidos em menor quantidade no solo do que os surfactantes químicos, 

servindo assim como uma excelente alternativa de tensoativo para aplicação em 

biorremediação (BORDAS; LAFRANCE; VILLEMUR, 2005; MULLIGAN, 2005, 2009). 

Os ramnolipídeos são classificados como glicolipídeos, devido à presença 

de uma ou duas moléculas de ramnose em suas estruturas, sendo denominados mono 

ou di-ramnolipídeos, respectivamente. Em relação à porção hidrofóbica, esta é formada 

por duas moléculas de ácido β-hidroxialconoato (LANG,S.; WULLBRANDT,D. 1999). 
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Existem poucos processos industriais de produção desse tensoativo 

(MARCHANT; BANAT, 2012). A produção de ramnolipídeos por cultivos submersos, 

também conhecida como fermentação submersa apresenta dificuldades. Quando o 

biossurfactante começa a ser produzido, há formação de espuma, ocasionada pela 

agitação e aeração forçadas, resultando em acúmulo 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 formação de espuma é um fator limitante para a produção 

de ramnolipídeos, duas estratégias têm sido utilizadas para evitar a formação da 

mesma. Uma química, com adição de compostos antiespumantes e outra mecânica 

utilizando aparelhos projetados para quebrar a espuma, mas esta última não é 

efetiva para grandes quantidades de espuma. Já a técnica química tem como 

desvantagem o fato de que o antiespumante pode ser considerado como um 

“contaminante químico” que deve ser separado do produto final, encarecendo o 

processo. Além disso, esses compostos também interferem na transferência de O2 e 

CO2 entre as fases líquida e gasosa, provocando reações inibitórias e efeitos tóxicos 

ao microrganismo (LEE; KIM, 2004; YEH et al., 2006; KRIEGER; CAMILIOS NETO; 

MITCHELL, 2010).  

Uma estratégia alternativa para evitar a formação de espuma, é o uso de 

suporte sólido em cultivos submersos (CAMILIOS NETO et al., 2011).  Portanto, o 

presente trabalho tem como objetivo desenvolver uma metodologia de produção de 

ramnolipídeos por Pseudomonas aeruginosa em cultivos submersos com presença 

de substrato sólido, melhorando a produção e solucionando o problema de formação 

de espuma.  
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2     OBJETIVOS 

2.1  GERAL 

Desenvolver processo de produção, extração e caracterização estrutural 

de ramnolipídeos produzidos por Pseudomonas aeruginosa PAO1 obtidos por cultivo 

submerso utilizando substrato sólido. 

 

2.2  ESPECÍFICOS 

Avaliar diferentes concentrações da fonte de carbono glicerol durante a 

produção de ramnolipídeos. 

 

Avaliar diferentes concentrações do indutor e fonte de carbono óleo de 

soja na produção de ramnolipídeos. 

 

Avaliar deferentes concentrações da fonte de carbono Torta de milho na 

produção de ramnolipídeos. 

 

Avaliar a influência dos componentes da torta de milho na produção de 

ramnolipídeos. 

 

Avaliar a relação entre mono-ramnolipídeos e di-ramnolipídeos por 

Cromatografia em Camada Delgada. 
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3     REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

3.1  SURFACTANTES 

Os surfactantes são compostos químicos anfifílicos derivados do petróleo, 

que devido à presença de grupos hidrofóbicos e hidrofílicos na mesma molécula 

tendem a se distribuir nas interfaces entre fases fluidas com diferentes graus de 

polaridade como nas misturas de óleo e água. Desse modo promovem a redução da 

tensão superficial, entre o ar e o líquido, e interfacial, entre duas substâncias 

químicas (NITSCHKE, M.; PASTORE, G. M., 2002). A sua estrutura anfipática também 

confere excelentes propriedades de detergência, emulsificação, espuma e dispersão, 

sendo este um produto de grande versatilidade (DESAI E BANAT, 1997). 

As tensões superficial e interfacial estão relacionadas com a concentração 

de surfactante que é adicionado ao meio até atingir a concentração micelar crítica 

(CMC). A CMC é definida como a concentração mínima necessária de surfactante para 

iniciar a formação de micelas, pois quando se adiciona surfactante acima da CMC 

ocorre associação das moléculas, formando micelas, sem alterar a tensão superficial e 

interfacial (Figura 1). A CMC é influenciada pelo pH, temperatura e força iônica 

(MULLIGAN, 2005; JARDIM PACHECO, 2013).  Um surfactante eficiente possui uma 

concentração micelar crítica baixa. 

 

Figura 1 - Tensão superficial, interfacial e solubilidade em função da concentração de 

surfactante. 

 

Fonte: Adaptado de Mulligan, (2005) 

 



17 
 

3.2   BIOSSURFACTANTE 

Biossurfactantes são surfactantes produzidos por microrganismos 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 glicolipídeos e lipopeptídeos, e moléculas de alto 

peso molecular, incluindo compostos poliméricos extracelulares constituídos de 

polissacarídeos, proteínas, lipopolissacarídeos, lipoproteínas ou misturas complexas 

desses biopolímeros (RON E ROSENBERG, 2001). 

Vários fatores são relatados como influenciadores da natureza química, 

propriedades físico-químicas e quantidade de biossurfactante produzida. Dentre esses 

fatores está o microrganismo utilizado, as fontes de carbono e nitrogênio, pH, 

temperatura, limitações nutricionais durante o crescimento e a agitação/aeração do 

meio (AMÉZCUA-VEGA et al., 2007; MUKHERJEE, S. et al., 2006). 

Santos e seus colaboradores (2002) notaram que a proporção de mono-

ramnolipídeos (RL1) para di-ramnolipídeos (RL2) produzidos por P. aeruginosa está 

relacionada com a fonte de carbono utilizada no meio de cultivo. Quando glicerol e 

óleos vegetais foram utilizados, a razão RL1 e RL2 foi de 0,2 e 1,2, respectivamente. 

Essas proporções distintas dos diferentes congêneres de ramnolipídeos podem 

simbolizar uma importante mudança nas características do biossurfactante, afetando 

a CMC e tensão interfacial, que por sua vez irão alterar a disponibilidade de 

nutrientes para a bactéria. 

Mesmo que a função fisiológica das moléculas biossurfactantes ainda não 

tenha sido completamente esclarecida, sabe-se que elas estão relacionadas com a 

sobrevivência do microrganismo; pois atuam na mobilidade, comunicação celular, 

acesso a nutrientes e competição célula-célula. Podem ser usados também como fonte 

de carbono para a produção de energia e como mecanismo protetor (VAN HAMME; 

SINGH; WARD, 2006).  

Uma vez que os surfactantes de origem química são prejudiciais para o 

meio ambiente, pois não são biodegradáveis, os biossurfactantes apresentam grandes 

vantagens em relação a eles, pois são biodegradáveis, possuem baixa toxicidade, são 

compatíveis com o meio ambiente, estáveis em extremos de temperatura, pH e 

salinidade, e podem ser sintetizados a partir de matéria-prima renovável (DESAI E 
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BANAT, 1997). Com isso, os biossurfactantes têm sido reconhecidos como substitutos 

parciais ou totais dos surfactantes sintéticos (JOSEANE PEREZ, 2014). 

 

Moléculas biossurfactantes detêm um potencial para serem usadas em 

vários setores industriais, como em produtos de beleza, farmacêuticos, conservantes 

de alimento e de detergentes. Mas, atualmente a produção dessas moléculas é cara 

devido ao uso de meios de cultura sintéticos. Dessa forma, têm se dado destaque para 

utilização de substratos agroindustriais, como óleos e resíduos vegetais, melaço, soja e 

gordura animal; sendo estes de valor econômico baixo e disponíveis em grandes 

quantidades (JOSEANE PEREZ, 2014; SAHARAN; SAHU; SHARMA, 2011; 

WINTERBURN; MARTIN, 2012). 

 

 

3.3    MICRORGANISMOS PRODUTORES DE BIOSSURFACTANTES 

Como já mencionado, vários microrganismos são 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 

Trealolipídeos Arthrobacter paraffineus 

 Rhodococcus erythropolis 

 

Ramnolipídeos Pseudomonas. aeruginosa 

 Serratia rubidea 

 

Soforolipídeo Candida apicola 

 Candida bombicola 

 

Surfactina Bacillus subtilis 

Bacillus pumilus 

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

Surfactina (c). 

 

Fonte: SANTANA FILHO, ARQUIMEDES P. DE, (2009) 

 

 

3.4    Pseudomonas aeruginosa 

Bactérias do gênero Pseudomonas destacam-se por sintetizar moléculas 

com propriedades surfactantes. Membros desse gênero pertencem à subclasse 

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

Devido à sua grande capacidade de degradação e biotransformação de poluentes, 

essas bactérias apresentam potencial para diferentes aplicações biotecnológicas, 

particularmente em áreas de biorremediação e biocatálise (LOH; CAO, 2008). 

Dentro deste gênero encontra-se a espécie Pseudomonas aeruginosa, 

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

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

biofilmes em superfícies úmidas, como rochas. Encontradas também nos tecidos de 

plantas e animais (COSTERTON; STEWART; GREENBERG, 1999; STOVER et al., 

2000). 
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Dentre as razões que possibilitam sua grande versatilidade estão a 

produção de vários fatores de virulência, incluindo ramnolipídeos; proteases 

extracelulares, como elastases e proteases alcalinas; exotoxina A; piocianina e 

alginato (LAMONT et al.; 2002). 

A diversidade de fatores de virulência produzidos contribui para que P. 

aeruginosa seja considerada um importante patógeno oportunista. Ela está 

associada com doenças pulmonares crônicas e eventualmente fatais em pacientes 

com fibrose cística. Devido à grande importância como patógeno, por possuir 

versatilidade ambiental e complexidade genética, diversos estudos já foram 

realizados com essa bactéria (BRENCIC et al., 2009). 

 

 

3.5   RAMNOLIPÍDEOS 

Dentre os vários biossurfactantes existentes, os ramnolipídeos produzidos 

por Pseudomonas aeruginosa são 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 ramnolipídeos eram secretados pela bactéria para 

o meio durante a fase estacionária, após a exaustão de nitrogênio (NOH; SALLEH; 

YAHYA, 2014).  

Sua estrutura é bem diversificada, sendo composta basicamente por uma 

ou duas moléculas de ramnose, mono ou di-ramnolipídeo, ligadas ao ácido graxo, que 

também pode variar no tamanho e quantidade de insaturação da cadeia carbônica 

(Figura 3) (JOHANN et al., 2016).  
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Figura 3 - Estrutura química dos ramnolipídeos produzidos por Pseudomonas 

aeruginosa. 

Fonte: CAMILIOS NETO (2010) 

 

Os ramnolipídeos também podem ser descritos como glicosídeos 

compostos por uma porção glicona, representada pela ramnose, e uma porção 

aglicona, pelo ácido graxo, ligadas por uma ligação glicosídica. Quando a molécula 

possui duas porções glicona, estas são ligadas entre si por ligação α-1,2-glicosídica e 

os ácidos graxos são ligados entre si por ligações do tipo éster (ABDEL-MAWGOUD; 

LÉPINE; DÉZIEL, 2010). 

Pseudomonas aeruginosa é a principal espécie produtora de 

ramnolipídeos, no entanto, outras espécies do gênero Pseudomonas também têm 

sido relatadas como produtoras (Tabela 2).  

Os ramnolipídeos oferecem vantagens especiais em comparação com 

outros biossurfactantes por causa da sua potente atividade emulsionante, elevada 

atividade tensoativa e por possuir baixa concentração micelar crítica (NOH; SALLEH; 

YAHYA, 2014). Devido às suas excelentes propriedades, os ramnolipídeos reduzem 

a tensão superficial da água de 72 mN.m-1 para próximo de 30 mN.m-1 e a tensão 

interfacial do sistema água/óleo de 43 mN.m-1 a cerca de 1 mN.m-1. Em 

consequência disso podem ser aplicados na recuperação de petróleo, degradação 

de hidrocarbonetos e remoção de metais do solo (BORDOLOI; KONWAR, 2008; 

AMANI et al. 2010; DAS E CHANDRAN 2011; KASKATEPE, B.; YILDIZ, S., 2016). 

Além disso, por serem biodegradáveis e menos nocivos para o meio ambiente, os 
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ramnolipídeos, possuem potencial uso em aplicações farmacêuticas, cosméticas, 

pesticidas e antimicrobianas (SODAGARI; INVALLY; JU, 2018). 

 

Tabela 2 - Espécies de Pseudomonas produtoras de ramnolipídeos. 

Bactérias Referência 

P. chlororaphis GUNTHER et al., 2005 

  

P. putida WITTGENS et al., 2011 

 NANGANURU AND KORROPATI., 

2012 

 

P. fluorescens ABOUSEOUD et al., 2008  

 EL-AMINE BENDAHA et al., 2012 

 

P. nitroreducens ONWOSI AND ODIBO, 2012 

 

P. alcaligenes OLIVEIRA et al., 2009 

Fonte: próprio autor 

3.6   BIOSSÍNTESE DE RAMNOLIPÍDEOS POR Pseudomonas aeruginosa 

Os ramnolipídeos são produzidos como metabólitos secundários por 

Pseudomonas aeruginosa e sua biossíntese coincide com a fase estacionária de 

crescimento (DÉZIEL et al., 1999; SANTA ANNA et al., 2001). 

A biossíntese de ramnolipídeos é dada por reações sequenciais de 

transferência de grupos glicosil (ramnose). Cada reação é catalisada por uma 

enzima específica, sendo que a deoxi-timina-difosfato-L-ramnose (dTDP-L-ramnose) 

é a molécula doadora de ramnose e o β-Hidroxidecanoil-β-Hidroxidecanoato (HAA) é 

a molécula receptora (BURGER; GLASER; BURTON, 1963) 

A biossíntese da porção hidrofóbica se dá por um desvio na síntese de 

novo de ácidos graxos. No qual, duas moléculas de β-hidroxiacil-ACP são 

convertidas em uma molécula de β-Hidroxidecanoil-β-Hidroxidecanoato (HAA) pela 



23 
 

enzima RhlA (ZHU; ROCK, 2008). Já a porção hidrofílica (ramnose) tem como 

precursor a glicose-1-fosfato, que através de reações catalisadas pelo operon 

rmlBCAD ocorre a formação da deoxi-timina-difosfato-L-ramnose (dTDP-L-ramnose) 

(SOBERÓN-CHAVÉZ; LÉPINE; DÉZIEL, 2005). Em Pseudomonas aeruginosa, bem 

como, em outras bactérias gram-negativas, L-ramnose é um componente comum 

dos lipopolissacarídeos de membrana (LPS) (SADOVSKAYA et al., 1998). 

A biossíntese do ramnolipídeo (Figura 4) ocorre, então, pela união da 

ramnose à porção hidrofóbica (HAA) pelo complexo enzimático ramnosiltransferase 

I. Este complexo é composto pelas enzimas RhlA e RhlB (codificada pelo operon 

rhlAB), RhlB é responsável por adicionar a primeira ramnose, gerando moléculas de 

mono-ramnolipídeos (RL1) (OCHSNER; FIECHTER; REISER, 1994). Por meio de 

um segundo complexo enzimático, ramnosiltransferase II (RhlC), codificado pelo 

gene rhlC, adiciona-se o segundo grupo ramnosil, gerando moléculas de di-

ramnolipídeos (RL2) (RAHIM et al., 2001) 

 

.Figura 4 - Via metabólica de biossíntese de ramnolipídeo. 

 

Fonte: adaptado de NITSCHKE; COSTA; CONTIERO, (2011) 
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3.7  INFLUÊNCIA DO QUORUM SENSING NA SÍNTESE DE RAMNOLIPÍDEOS POR 

Pseudomonas aeruginosa 

As bactérias se comunicam através da produção e detecção de moléculas 

sinalizadoras secretadas. Esse sistema de comunicação célula – célula recebe o 

nome de quourum sensing (BASSLER, 2016). No sistema quourum sensing (QS) as 

bactérias produzem e liberam moléculas sinalizadoras difusíveis que coordenam o 

comportamento de grupo, desse modo o QS permite que as bactérias percebam a 

densidade populacional e com essas informações, possam regular a expressão de 

vários genes (SANDOZ; MITZIMBERG; SCHUSTER, 2007). 

Dentre os genes controlados por esse sistema em Pseudomonas 

aeruginosa estão os responsáveis por diversos fatores de virulência, como a 

produção de ramnolipídeos (SOBERÓN-CHÁVEZ; LÉPINE; DÉZIEL, 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 LasI e RhlI, 

respectivamente (Figura 5). As moléculas de acil-HSL ligam-se aos referentes 

fatores de transcrição (LasR e RhlR), ativando a expressão dos genes alvos. Os dois 

circuitos são arranjados hierarquicamente, assim LasI-LasR controla positivamente a 

expressão de RhlI-RhlR (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 responsável pela formação dos mono-

ramnolipídeos, ramnosiltransferase I (Figura 5) (RAHIM et al., 2001; CAMILIOS 

NETO, 2010) e rhlI-rhlR, que compõe um dos circuitos do sistema quorum sensing 

(QS) (Figura 5). Estes genes são transcritos na mesma direção, mas com rhlAB 

sendo transcrito independentemente de rhlI e rhlR. O operon rhlAB é estritamente 

regulado por QS, enquanto rhlC, que tem como produto de sua expressão a 

ramnosiltransferase II, enzima responsável pela formação de di-ramnolipídeos, tem 

sua transcrição coordenadamente regulada com rhlAB pelo mesmo sistema (REIS 

et. al., 2011; RAHIM et al., 2001). 
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Figura 5 – Quorum sensing de Pseudomonas aeruginosa 

 

Fonte: CAMILIOS NETO, 2010. 
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3.8   PRODUÇÃO DE RAMNOLIPÍDEOS 

Os biossurfactantes são secretados extracelularmente ou permanecem 

vinculados às células. Um papel fisiológico da produção dos biossurfactantes é 

favorecer o crescimento de microrganismos em substratos imiscíveis em água. 

Também apresentam função de reserva energética, na regulação do transporte de 

metais pesados, na regulação do acoplamento/desacoplamento do microrganismo 

em superfícies, como fator de virulência e como agente antimicrobiano. A produção 

máxima de ramnolipídeos é normalmente conferida no fim da fase exponencial de 

crescimento e não está associada ao crescimento (KRONEMBERGER, 2007; 

SOBERÓN-CHÁVEZ, 2011). 

Alguns fatores podem influenciar a produtividade de ramnolipídeos, como 

a relação carbono-nitrogênio (C/N). Valores de relação C/N de 18 (GUERRA-

SANTOS et al., 1984), 10 (ABOUSEOUD et al., 2008), 20 (RAZA et al., 2007) e 55 

(MONTEIRO, 2007) são reportados na literatura. Alguns autores dizem que há uma 

linearidade entre o aumento da relação C/N e a produção de ramnolipídeos, 

enquanto outros citam a existência de uma relação inversa, ou seja, o aumento da 

produtividade de ramnolipídeos com a diminuição da relação C/N (ARINO et al., 

1996; GUERRA-SANTOS et al., 1984). A natureza da fonte de nitrogênio e de 

carbono também pode influenciar. Na literatura é relatada a utilização de fontes 

inorgânicas de nitrogênio (sulfato de amônio e nitratos), pois são reportadas como 

melhores do que as fontes orgânicas como extrato de levedura (WU et al., 2008; 

GUERRA-SANTOS et al., 1984). 

Em relação às fontes de carbono, estas são divididas em lipídicas e 

glicídicas, sendo que cada um dos tipos irá influenciar na quantidade de 

ramnolipídeo produzida e na mistura de congêneres produzidos pelo microrganismo 

(NITSCHKE et al., 2005). 

A produção de ramnolipídeos por P.aeruginosa está sujeita ainda a outros 

fatores como o mecanismo de resposta Quorum Sensing (QS), fatores de estresse, 

tais como a falta de nutrientes, alterações no padrão de salinidade, temperatura, 

entre outros (HONNA, 2013; SIVASAMY et al., 2016). 

A tabela 3 traz alguns estudos de produção de ramnolipídeos por 

bactérias de gênero Pseudomonas. 
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Tabela 3 - Produção de ramnolipídeos por cepas de Pseudomonas em diferentes 

fontes de carbono. 

Cepa Fonte de carbono Ramnolipídeo 

(g/L) 

Referência 

Pseudomonas 
aeruginosa EM1 

 

Glicose 8,6 WU et al., 2008 

Pseudomonas 
aeruginosa 

UFPEDA 614 
 

Glicerol 12,4 MONTEIRO et al., 
2007 

Pseudomonas. 
aeruginosa GL1 

 

Glicerol 17,9 ARINO et al., 1996 

Pseudomonas 
aeruginosa PAO1 

Óleo de palma 0,39-0,43 RADZUAN; 
BANAT; 

WINTERBURN, 
2016 

 
P. aeruginosa DR1 Óleo de semente 

de manga 

1,8 REDDY et al., 

2016 

P. aeruginosa 

PAO1 

Óleo de azeite 0,299 RAMÍREZ et al., 
2016 

 
Pseudomonas 

SWP-4 

Resíduos de óleo 

de cozinha 

13,93 LAN et al., 2015 

P. aeruginosa 
UFPEDA 614 

Glicerol 15,9 SANTANA FILHO, 
2009 

 
Pseudomonas sp. 

DSM 2874 
Óleo de canola 45 TRUMMLER; 

EFFENBERGER; 
SYLDATK , 

2003 
Pseudomonas 

aeruginosa E03-40 
Glicerol e óleo de 

soja 

Glicerol: 9,5 

Óleo de soja: 21 

SODAGARI; 
INVALLY; JU, 2018 

Fonte: próprio autor 
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3.9   ESTRATÉGIAS DE PRODUÇÃO 

A maioria dos trabalhos de produção de ramnolipídeos são conduzidos 

em cultivos submersos, mas esta metodologia apresenta algumas limitações, pois a 

produção do tensoativo resulta em formação de espuma, uma vez que os cultivos 

são mantidos em agitação e aeração forçada. 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 propósito de reprimir a formação de espuma, tem-se utilizado 

compostos químicos, denominados anti-espumantes, e aparelhos mecânicos para 

quebrar a espuma, entretanto estas estratégias possuem um elevado custo e não 

são integralmente eficientes, o que tem contribuído para falta de processos de 

produção em escala comercial de ramnolipídeos (KRIEGER; CAMILIOS NETO; 

MITCHELL, 2010). 

Consequentemente, o principal obstáculo na produção em grande escala 

de biossurfactantes é o custo elevado quando comparado com tensoativos de 

origem química (GONG; PENG; WANG, 2015). Dessa forma, métodos alternativos 

para a produção de ramnolipídeos vem sendo estudados.  

Uma estratégia é a utilização de cultivos com suporte sólido para evitar a 

formação de espuma (CAMILIOS NETO et al., 2008; 2009; 2011). O substrato 

utilizado pode ser de origem agroindustrial, incluindo resíduos do mesmo, dessa 

forma o custo da produção é diminuído (JOSEANE PEREZ, 2014; SAHARAN; SAHU; 

SHARMA, 2011; WINTERBURN; MARTIN, 2012).  

 

 

3.10   TORTA DE MILHO (TM)  

A utilização de suportes sólidos de origem agroindustrial, para a produção 

de tensoativos de origem biológica é uma opção. Assim sendo, para este trabalho, 

utilizou-se a torta de milho (TM), gentilmente cedida pela Caramuru (Caramuru 

Alimentos, Unidade Apucarana, Apucarana, Paraná), como substrato sólido. 
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Torta de milho (TM) (Figura 6) é o resultante industrial da extração do óleo 

de milho. Na tabela 4 está retratada a sua composição centesimal.  

Figura 6 – Torta de milho (TM) 

 
Fonte: próprio autor 
Provável processo de obtenção da torta: A extração de óleos vegetais é feita de forma 
mecânica, nas chamadas prensas contínuas. Ao final do processo de prensagem são 
obtidos dois materiais: a chamada torta, que é a porção sólida resultante da prensagem e o 
óleo bruto que pode conter partículas sólidas. O óleo segue para um processo de filtragem, 
enquanto a torta pode sofrer um segundo processo de extração com utilização de solventes 
(RAMALHO; SUAREZ, 2012). 

 

 

Tabela 4 – Composição centesimal da Torta de Milho 

 Torta de Milho (%) 

Carboidratos 55,0 

Umidade 13, 0 

Proteínas 12,5 

Fibras 4,0 

Resíduo mineral 4,0 

Lipídeos 0,7 

Fonte: Caramuru – comunicação pessoal (www.caramuru.com) 
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4        MATERIAL E MÉTODOS 

Neste item são apresentados os materiais e metodologias utilizadas no 

decorrer deste trabalho. O mesmo foi desenvolvido no Laboratório de Bioquímica e 

Biotecnologia da Universidade Estadual de Londrina (UEL).  

4.1     MATERIAL 

A tabela 5 apresenta os principais materiais químicos utilizados. 

Tabela 5 – Materiais químicos utilizados nos experimentos. 

Item utilizado Fabricante 

Triptona Acumedia 

Extrato de levedura Reatec 

NaCl Synth 

Ágar Himedia 

KH2PO4 Nuclear 

K2HPO4 Nuclear 

MgSO4•7H2O Nuclear 

(NH4)2SO4 Biotec 

Glicerol Vetec 

Clorofórmio Synth 

Metanol Synth 

KCl Synth 

Ácido sulfúrico Anidrol 

Orcinol  Reagen  

Fonte: Próprio autor 
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4.1.2   Microrganismo 

A cepa bacteriana utilizada foi a Pseudomonas aeruginosa PAO1. Isolada 

originalmente na Austrália (HOLLOWAY, 1955). PAO1 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 líquido Luria-Bertani (LB) (composição 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 INÓCULO 

Pré-inóculos foram realizados em frascos Erlenmeyers de 125 mL 

contendo 25 mL do meio LB, inoculados com 3-5 colônias de PAO1 proveniente de 

placas de meio LA [LB adicionados de 1,5 % (m/v) de ágar] e incubados por 12-16 h 

a 37 °C/200rpm. O inóculo foi realizado em frascos Erlenmeyers de 125 mL 

contendo 25 mL de meio LB, inoculados com o pré-inóculo em uma proporção de 

2% (v/v) e incubados, em agitador orbital, a 37°C por 5-6 h sob agitação de 200 rpm. 

O crescimento bacteriano durante o preparo do inóculo foi acompanhado pela 

determinação da absorbância do meio de cultivo a 600 nm (D.O.600nm), sendo 

utilizado quando a absorbância 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 K2HPO4; 

0,2 g MgSO4.7H2O e 1,0 g (NH4)2SO4) acrescentado de glicerol 3% (v/v) ou 6% (v/v) 

e amido. Os meios foram esterilizados por 20 min, a 121ºC, resfriados e inoculados 

em uma proporção 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     CULTIVO SUBMERSO ESTÁTICO (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 KH2PO4; 7,0 g K2HPO4; 

0,2 g MgSO4.7H2O e 1,0 g (NH4)2SO4) acrescentado de glicerol 3% (v/v). Os cultivos 

foram inoculados com 4% (v/v) de inóculo e incubados a 37°C por nove dias.  

  

 

 

 

4.5    CULTIVO SUBMERSO ESTÁTICO COM SUPORTE SÓLIDO DE TORTA DE MILHO (CSBE - 

TM)  

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 g 

K2HPO4; 0,2 g MgSO4.7H2O e 1,0 g (NH4)2SO4) e como suporte sólido, 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 inóculo e incubados 

a 37°C por nove dias.  

 

 

4.6     CULTIVO SUBMERSO COM SUPORTE SÓLIDO 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 sólido, de 2,5% (m/v) a 20% (m/v) de torta 

de milho (TM), na presença ou ausência 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 MgSO4.7H2O e 1,0 g 

(NH4)2SO4) acrescentado de glicerol 3 a 10% (v/v) e óleo de soja 1 a 6% (m/v). Os 

meios foram esterilizados por 20 min a 121°C, resfriados e inoculados com 4% de 

inóculo 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 centrifugação de 50 mL (tipo Falcon), 

no qual foi adicionado 30 mL de água destilada em 2,5g de torta de milho moída (20 

mesh) e submetidos à autoclave por 20 min a 121°C. Em seguida foram 

centrifugados e o sobrenadante foi utilizado para os cultivos. 

 

 

4.7      MÉTODOS ANALÍTICOS 

 

4.7.1  Determinação do Crescimento Bacteriano do Inóculo 

O crescimento bacteriano foi determinado por turbidimetria a 600 nm. 

 

4.7.2   Extração dos Ramnolipídeos 

Os ensaios de CSbE-TM e CSb-TM foram interrompidos com nove dias 

de cultivo e submetidos à extração com água 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 à extração com CHCl3:CH3OH (3:1) e os 

ramnolipídeos recuperados na fração orgânica. Os ramnolipídeos recuperados foram 

solubilizados em água destilada. 

 

 

4.7.3    Quantificação dos Ramnolipídeos 

A partir da fração orgânica solubilizada em água (item 4.7.2) foi realizada 

a determinação dos açúcares redutores totais, pelo método de Fenol-Sulfúrico 

(DUBOIS et al., 1956), utilizando-se uma curva padrão de ramnose, que possibilita a 

quantificação indireta dos ramnolipídeos. 
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4.7.3.1  Análise estatística 

As determinações das diferenças estatísticas 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   Precipitação de Ramnolipídeos em Meio Ácido 

O sobrenadante livre de células (item 4.7.2) foi acidificado com ácido 

clorídrico (37%) até pH 2 e mantido em câmara fria por, pelo menos, 5 dias para 

precipitação dos ramnolipídeos. Em seguida, o meio foi centrifugado e o pellet foi 

submetido à extração com clorofórmio-metanol (9:1). Após a extração, a amostra foi 

liofilizada. 

 

4.7.5   Cromatografia em Camada Delgada (CCD) 

Os ramnolipídeos liofilizados (item 4.7.4) foram solubilizados em 

clorofórmio e submetidos a analise por cromatografia em camada delgada (CCD) 

sobre sílica (DC-Fertigfolien ALUGRAM® Xtra SIL G/UV254). A fase móvel era 

composta por uma mistura de clorofórmio, metanol e ácido acético (65, 7,5 e 2 mL 

respectivamente). A presença dos ramnolipídeos foi identificada com a utilização de 

revelador específico para carboidratos (orcinol) e também por uma mistura de 

metanol e ácido sulfúrico, aquecidos a 100°C por 5 min (SKISPISKI, 1975). 
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5        RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1   ESTUDOS PRELIMINARES DE PRODUÇÃO DE RAMNOLIPÍDEOS POR Pseudomonas 

aeruginosa UTILIZANDO TORTA DE MILHO. 

Experimentos iniciais apontaram que os cultivos submersos com suporte 

sólido de torta de milho (CSb – TM), quando comparado aos outros métodos de 

produção (cultivo submerso e cultivo submerso estático), obtiveram resultados 

promissores, chegando a um aumento de 4 vezes na produção de ramnolipídeos 

(Tabela 6).   TM é um subproduto sólido da extração do óleo de milho, que pode 

servir como um ótimo substrato, tanto para a produção de ramnolipídeos, 

oferecendo nutrientes para o crescimento bacteriano e biossíntese do composto, 

como para a adesão da bactéria (CAMILIOS-NETO et. al., 2011). 

 

Tabela 6 – Produção de Ramnolipídeos por Pseudomonas aeruginosa em cultivo 

submerso estático, cultivo submerso, cultivo submerso estático com TM e cultivo 

submerso com TM. 

Sigla Descrição do cultivo Cepa Condição de 

cultivo 

Ramnolipídeos 

(g/L)* 

CSbE Cultivo submerso 

estático, 3% glicerol 

PAO1 37°C, 9 dias,  2,3 ± 0,32 

CSb Cultivo submerso, 3% 

glicerol 

PAO1 37°C, 9 dias, 

200 rpm 

3 ± 0,14 

CSbE - TM Cultivo submerso 

estático com TM, 3% 

glicerol e 10%TM 

PAO1 37°C, 9 dias,  4,2 ± 0,51 

CSb - TM Cultivo submerso com 

TM, 3% glicerol e 

10% TM 

PAO1 37°C, 9 dias, 

200 rpm 

13,1 ± 0,71 

Fonte: Próprio autor 

*Concentrações de ramnolipídeos são médias de triplicatas ± desvio padrão 
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Uma vez que os estudos iniciais indicaram que os cultivos submersos 

com suporte sólido de torta de milho (CSb – TM) foram os mais promissores, esses 

foram os escolhidos para seguir com os demais experimentos. 

 

 

5.2  EFEITO DA CONCENTRAÇÃO DE GLICEROL NA PRODUÇÃO DE RAMNOLIPÍDEOS EM 

CULTIVOS SUBMERSOS COM TORTA DE MILHO. 

Glicerol, conhecido comercialmente como glicerina, um composto 

orgânico pertencente à função álcool, de fórmula molecular C3H8O3, pode ser uma 

boa fonte de carbono para a produção 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 concentração do glicerol de 3%, 6% e 

10% (v/v) sobre a produção do biossurfactante (Gráfico 1). Ao comparar as várias 

concentrações de glicerol, notam-se diferenças significativas na produção dos 

ramnolipídeos. Quando aumentado, de 3% para 6% (v/v) a quantidade de glicerol nos 

cultivos, observa-se um incremento na produção de ramnolipídeos, de 13,1 g/L ± 0,7 

para 18,8 g/L ± 1,91 (Gráfico 1 – médias de triplicatas ± desvio padrão). Entretanto, ao 

adicionar 10% (v/v) de glicerol, a produção do tensoativo caiu significativamente, 

produzindo apenas 6,8 g/L ± 0,87. O excesso de glicerol adicionado ao meio pode ter 

gerado problemas de osmorregulação/absorção de nutrientes pela bactéria, levando a 

diminuição da produção. Dessa forma, as condições de cultivo com 3% e 10% (v/v) de 

glicerol foram descartadas para os próximos experimentos. 

Em análises de produção de ramnolipídeos feito por Ehinmitola, Aransiola 

e Adeagbo (2018), as maiores concentrações alcançadas 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 alcançado no presente trabalho.   
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Gráfico 1 – Efeito da concentração de glicerol em cultivos submersos com substrato 

sólido de torta de milho para a produção de ramnolipídeos por PAO1. 
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Fonte: Próprio 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 diferença estatisticamente significativa em teste de 
Tukey, p-valor < 0,05. 

 

 

5.3     AVALIAÇÃO DA ADIÇÃO DE ÓLEO DE SOJA EM CULTIVOS SUBMERSOS COM TORTA DE 

MILHO 

Nos experimentos realizados com diferentes concentrações de glicerol 

(Gráfico 1) o melhor resultado obtido foi utilizando 6% (v/v). Para melhorar a 

produção do ramnolipídeo e evitar a formação de espuma, a concentração de 6% 

(v/v) de glicerol foi mantida e adicionalmente foi avaliado o acréscimo de óleo de 
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soja (OS) nos cultivos em diferentes concentrações (Gráfico 2), pois este também 

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

 

Gráfico 2 - Efeito da concentração de óleo se soja em cultivos submersos com 

substrato sólido de torta de milho para a produção de ramnolipídeos por PAO1. 
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Fonte: Próprio autor 

CSb_TM10%_OS1%: Cultivo submerso com 10% (m/v) de TM, 6% (v/v) de glicerol e 1% (m/v) 
de óleo de soja. 

CSb_TM10%_OS2%: Cultivo submerso com 10% (m/v) de TM, 6% (v/v) de glicerol e 2% (m/v) 
de óleo de soja. 

CSb_TM10%_OS3%: Cultivo submerso com 10% (m/v) de TM, 6% (v/v) de glicerol e 3% (m/v) 
de óleo de soja. 

CSb_TM10%_OS6%: Cultivo submerso com 10% (m/v) de TM, 6% (v/v) de glicerol e 6% (m/v) 
de óleo de soja. 

As letras diferentes sobre as barras indicam diferença estatisticamente significativa em teste de 
Tukey, p-valor < 0,05. 
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Ao adicionar 1% (m/v) de óleo de soja nos cultivos submersos com torta de 

milho, notou-se um aumento na produção dos ramnolipídeos, chegando a uma média 

de produção de 32,35 ± 2,11 g/L (Gráfico 2 - CSb_TM10%_OS1%). No entanto, o 

aumento da concentração de óleo de soja (2%, 3% e 6% m/v), diminuiu a produção do 

composto surfactante (19,5 ± 1,83; 14,7 ± 1,67 e 14,2 ± 0,85, respectivamente). Não 

houve diferença estatística em utilizar 2 % ou 3 % (m/v) de OS, assim como adicionar 

3% ou 6% (m/v) de OS. Em contrapartida quando comparamos a utilização de 2% e 

6% (m/v) de OS, observamos que há diferença na produção, uma vez que a condição 

de 2% (m/v) é superior a 6% (m/v) de óleo. 

Radzuan, Banat e Wintenburn (2018) em seus estudos de produção de 

ramnolipídeos por PAO1 utilizando destilado de ácido graxo de palma (PFAD) e éster 

metílico de ácido graxo (FAME) como fonte de carbono (10 g/L), alcançaram uma 

concentração máxima de ramnolipídeo de 3,4 g/L e 3 g/L, respectivamente, após 84 

h, sendo inferior ao atingido neste trabalho.  

 

5.4      AVALIAÇÃO DA QUANTIDADE DE TORTA DE MILHO E CONCENTRAÇÃO DE ÓLEO DE SOJA 

EM CULTIVOS SUBMERSOS. 

Posto que em experimentos anteriores, as melhores concentrações de 

glicerol e óleo de soja foram encontradas, o próximo experimento foi conduzido com 

6% (v/v) de glicerol, 1% e 2% (m/v) de óleo de soja (Gráfico 2).   

Simultaneamente, várias concentrações de torta de milho (TM) nos 

cultivos submersos foram avaliadas, com o objetivo de atingir a quantidade em que 

se obtém a máxima produção de ramnolipídeos por Pseudomonas aeruginosa 

(Gráfico 3). 

A concentração de 2% (m/v) de óleo de soja, identificada como não 

promissora nos testes anteriores (Gráfico 2), foi novamente testada, devido à 

diminuição da concentração de TM, a fim de se atingir a melhor combinação para a 

produção. 

 

 



40 
 

Gráfico 3 – Efeito das diferentes concentrações de torta de milho e óleo de soja em 

cultivos submersos para a produção de ramnolipídeos por PAO1. 
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Fonte: Próprio autor 

CSb_TM5%_OS1%: Cultivo submerso com 5% (m/v) de TM, 6% (v/v) de glicerol e 1% (m/v) 
de óleo de soja. 

CSb_TM10%_OS1%: Cultivo submerso com 10% (m/v) de TM, 6% (v/v) de glicerol e 1% (m/v) 
de óleo de soja. 

CSb_TM20%_OS1%: Cultivo submerso com 20% (m/v) de TM, 6% (v/v) de glicerol e 1% (m/v) 
de óleo de soja. 

CSb_TM5%_OS2%: Cultivo submerso com 5% (m/v) de TM, 6% (v/v) de glicerol e 2% (m/v) 
de óleo de soja. 

CSb_TM10%_OS2%: Cultivo submerso com 10% (m/v) de TM, 6% (v/v) de glicerol e 2% (m/v) 
de óleo de soja. 

CSb_TM20%_OS2%: Cultivo submerso com 20% (m/v) de TM, 6% (v/v) de glicerol e 2% (m/v) 
de óleo de soja. 

As letras diferentes sobre as barras indicam diferença estatisticamente significativa em teste de 
Tukey, p-valor < 0,05. 
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De acordo com os resultados encontrados e em concordância com os 

resultados anteriores (Gráfico 2), a utilização de 2 % (m/v) de óleo de soja, provoca a 

diminuição da produção de ramnolipídeos pela bactéria PAO1 (Gráfico 3, 

CSb_TM5%_OS2%, CSb_TM10%_OS2%, CSb_TM20%_OS2%). 

 Quando os cultivos foram conduzidos com 20 % (m/v) de TM, houve um 

decréscimo da produção do tensoativo e não houve diferença estatística em utilizar 

1% ou 2% de OS. Nesses experimentos as produções médias foram de 4,45 g/L ± 

0,82 e 3,06 g/L ± 0,75 respectivamente (Gráfico 3). A presença 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 viáveis a 

produção de ramnolipídeos teria diminuído.  

A adição de 1% (m/v) de óleo de soja foi a melhor condição para a 

produção de ramnolipídeos (Gráfico 3). Como a concentração de 5% e 10% (m/v) de 

torta de milho não apresentou diferença estatística significativa na produção de 

ramnolipídeos, o uso de menos substrato sólido é interessante, pois pode acarretar 

economia para o processo de produção. Individualmente essas condições 

produziram 36,4 g/L e 35,5 g/L de ramnolipídeos respectivamente, sendo a primeira 

condição (5% m/v) mais vantajosa.  

Para avaliar se uma quantidade menor que 5 % (m/v) de torta de milho 

como suporte sólido resultasse numa melhor produção do composto tensoativo, foi 

testada a concentração de 2,5% de TM nos cultivos. No gráfico 4, encontram-se os 

resultados obtidos. Comparando com as melhores condições de cultivo encontradas, 

observa-se que na concentração testada, a produção de ramnolipídeos foi diminuída 

quase 2,5 vezes (de 36,4 para 14,71 g/L), provavelmente por apresentar quantidade 

inferior de nutrientes disponíveis para a bactéria crescer e sintetizar a molécula 

surfactante. 
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Gráfico 4 – Análise da diminuição da concentração de torta de milho em cultivos 

submersos com suporte sólido para a produção de ramnolipídeos por PAO1. 
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Fonte: Próprio autor 

CSb_TM2,5%_OS1%: Cultivo submerso com 2,5% (m/v) de TM, 6% (v/v) de glicerol e 1% 
(m/v) de óleo de soja. 

CSb_TM5%_OS1%: Cultivo submerso com 5% (m/v) de TM, 6% (v/v) de glicerol e 1% (m/v) 
de óleo de soja. 

CSb_TM10%_OS1%: Cultivo submerso com 10% (m/v) de TM, 6% (v/v) de glicerol e 1% (m/v) 
de óleo de soja. 

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

SUBMERSOS COM TORTA DE MILHO. 

Após determinação da melhor condição de cultivo para a produção de 

ramnolipídeos por PAO1 [Cultivo submerso com 5% (m/v) de Torta de milho, 6% (v/v) 

de glicerol e 1% (m/v) óleo de soja], novos experimentos com volumes maiores foram 

realizados, mantendo a proporção de TM, glicerol e óleo de soja. 

 De acordo com os valores de ramnolipídeos produzidos (Gráfico 5), ao 

aumentar quatro vezes (Gráfico 5 - TM_5g_100mL) o volume de cultivo em relação ao 

controle (Gráfico 5 - TM_1,25g_25mL), não houve diferença estatística significativa 

(Gráfico 5). Contudo, quando aumentamos o volume 16 vezes (Gráfico 5 - 

TM_20g_400mL) em relação ao controle e quatro vezes em relação ao primeiro teste 

(Gráfico 5 - TM_5g_100mL), não obtivemos bons resultados. Uma vez que a produção 

de ramnolipídeos por PAO1 caiu significativamente (de 22,15 g/L para 8,42 g/L). Essa 

queda brusca da produção pode ser devido ao aumento do volume de cultivo, 

dificultando as trocas gasosas e consequentemente afetando negativamente o 

crescimento bacteriano.  
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Gráfico 5 – Efeito do escalonamento sobre a produção de ramnolipídeos em cultivos 

submersos com torta de milho.  
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Fonte: Próprio 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) óleo 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) óleo 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) óleo de soja. Volume final de 400 mL. 

As letras diferentes sobre as barras indicam diferença estatisticamente significativa em teste de 
Tukey, p-valor < 0,05. 
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5.6     ESTUDO DA INFLUÊNCIA DOS COMPONENTES DA TORTA DE MILHO NA PRODUÇÃO DE 

RAMNOLIPÍDEOS POR PAO1 EM CULTIVOS SUBMERSOS. 

Com propósito de compreender os efeitos da torta de milho na produção de 

ramnolipídeos como substrato e suporte sólido, testes substituindo total e parcialmente 

a TM foram realizados (Gráfico 6). 

Gráfico 6 – Produção de ramnolipídeos por PAO1 em cultivos submersos com torta de 

milho (TM), Extrato de torta de milho (ExTM) e amido. 
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Fonte: Próprio autor 

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

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

CSb_TM2,5%_ExTM2,5%: Cultivo submerso com 2,5% (m/v) de torta de milho, 6% (v/v) 
glicerol, 1% (m/v) óleo 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) óleo 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) óleo 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) óleo de 
soja. * 

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

 

Com os resultados encontrados, nota-se que a presença de um substrato e 

suporte sólido faz diferença na produção de ramnolipídeos, pois quando o 

substrato/suporte sólido foi retirado do cultivo, a produção diminuiu consideravelmente 

(Gráfico 6 - CSb_ExTM5% e CSb_Amido5%).  

Em concordância com experimentos anteriores (Gráfico 4), quando 

diminuímos a concentração de TM para 2,5% (m/v) nos cultivos, ocorre um decréscimo 

da produção do tensoativo (Gráfico 6  - CSb_TM2,5%). Mas quando comparamos essa 

condição com um cultivo utilizando apenas o extrato de torta de milho (CSb_ExTM5%) 

não há diferença estatística. Isto é, independente de utilizar o suporte sólido (2,5% m/v) 

ou apenas um meio líquido de extrato de torta de milho 5% (v/v) (correspondente a 

utilizar 5% m/v de TM), teremos a mesma produção de ramnolipídeos. Dessa forma, o 

resultado sugere que o extrato de TM 5% (v/v) corresponde ao que 2,5% (m/v) de TM 

sólida oferece ao microrganismo para a síntese do tensoativo. 

Visto que, ao reduzir a quantidade de TM, a produção do tensoativo 

diminuiu, tentou-se compensar a redução do suporte sólido adicionando extrato de 

torta de milho (ExTM) ou amido. Nos cultivos substituídos com amido (Gráfico 6 – 

CSb_TM2,5%_Amido2,5%) a produção continuou baixa e estatisticamente semelhante 

à utilização de apenas 2,5% (m/v) de TM (Gráfico 6). Assim como utilizar apenas 

extrato de torta de milho é estatisticamente semelhante à produção com TM e amido. 

Mas quando usado o extrato de torta de milho como substituinte a produção de 

ramnolipídeos volta a aumentar (Gráfico 6 – CSb_TM2,5%_ExTM2,5%). 

Ao utilizar ExTM, comprovou-se que este é um substituto mais eficiente 

para a TM do que o amido, entretanto a melhor condição para a produção de 

ramnolipídeos foi quando o substrato/suporte sólido estava presente a 5 % (m/v) e sem 
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a presença de um substituinte (Gráfico 6). O presente resultado sugere que a 

presença do sólido (TM) é indispensável para os altos níveis de produção de 

ramnolipídeos e também que os componentes solúveis da torta de milho que 

promovem a indução da produção de ramnolipídeos são outros que não o amido. 

 

 

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

CULTIVOS SUBMERSOS COM TORTA DE MILHO. 

A presença de mono-ramnolipídeos (RL1) e di-ramnolipídeos (RL2), 

produzidos por cultivos submersos com torta de milho como substrato sólido, na 

melhor condição encontrada, foram visualizados por cromatografia em camada 

delgada. A maior proporção de RL2 é notada pela intensidade das bandas reveladas 

pelo orcinol (Figura 7).  

O resultado encontrado, maior proporção de RL2, está de acordo com os 

resultados alcançados por Sodagari, Invally e Ju (2018). Uma vez que estes autores 

em experimentos conduzidos com glicerol como fonte de carbono, obtiveram 64 % 

de di-ramnolipídeos e 36 % de mono-ramnolipídeos. No entanto, os resultados vistos 

na figura 7, provavelmente indiquem uma relação superior a 90 % de RL2, haja vista 

que o extrato bruto controle (Figura 7 - C) analisado por espectrometria de massas 

apresentou uma relação RL2/RL1 superior a 9, sugerindo uma relação de 90% de 

RL2. Além disso, a produção aeróbica de ramnolipídeos favorece a síntese de 

moléculas RL2. Enquanto, a produção anaeróbica favorece a obtenção de RL1. Isso 

se deve a regulação negativa sobre o gene rhlC, quando em anaerobiose, assim 

com menos RhlC (ramnosiltransferase II) haverá menor produção de RL2 (ZHAO, et. 

al., 2018) 
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Figura 7 – Cromatograma de Cromatografia em Camada Delgada dos ramnolipídeos 

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

 

Fonte: Próprio autor 

CCD revelada com metanol + ácido sulfúrico e orcinol. (C) Extrato bruto controle contendo 
mistura de mono-ramnolipídeos e di-ramnolipídeos. (A) Extrato bruto contendo ramnolipídeos 
produzidos em cultivos submersos com torta de milho como suporte sólido. 
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6        CONCLUSÕES 

 

• A adição de um suporte sólido de torta de milho ao cultivo aumentou 

significativamente a produção de ramnolipídeos por PAO1, sendo uma 

estratégia promissora para a produção de biossurfactantes. 

 

• A utilização de 6% (v/v) de glicerol e 1% (m/v) de óleo de soja melhora a 

produção de ramnolipídeos por PAO1 em cultivo submerso com torta de milho. 

 

• A quantidade ideal de torta de milho para a produção de ramnolipídeos é de 5 % 

(m/v). 

 

• Por meio de estudos sobre a influência dos componentes da torta de milho, 

constatou-se que a característica física (suporte sólido) da torta auxilia na 

síntese do ramnolipídeo. Constatou-se ainda que nutrientes solúveis dessa 

torta, além do amido, também influencia positivamente a síntese de 

ramnolipídeos. 

 

• Através da análise cromatográfica, identificou-se maior síntese de moléculas 

com duas porções de ramnose (di-ramnolipídeo). 

 

• A maior produção de ramnolipídeos (36 g/L) foi alcançada em cultivo submerso 

com 5% (m/v) de torta de milho, 6% (v/v) de glicerol e 1% (m/v) de óleo de soja, 

durante 9 dias à 37°C. 
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7        EXPERIMENTOS FUTUROS 

 

• Determinação da mistura de congêneres de ramnolipídeos produzidos por 

cultivos submersos com suporte sólido, e a pureza destes, por ressonância 

magnética nuclear (RMN) e cromatografia líquida acoplada à espectrometria 

de massas. 

 

• Purificação do extrato bruto de ramnolipídeos obtido com intuito de se obter 

uma molécula única de ramnolipídeo, para fim de aplicação farmacêutica.   
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