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RESUMO

O presente trabalho visou estudar a producdo de biossurfactante e PHAs de Pseudomonas sp.
em substratos alternativos oriundos do processamento de alimentos bem como determinar as
propriedades, composi¢do quimica e aplicagdes dos compostos obtidos. Foram isoladas 21
cepas bacterianas, sendo que duas cepas demonstraram capacidade de crescer no meio de
cultivo proposto e produzir ramnolipidios ¢ PHAs. Estas cepas foram identificadas como
Pseudomonas aeruginosa e receberam as seguintes terminagdes: P. aeruginosa L2-1 e P.
aeruginosa B1-3. Com relacdo a caracterizagdo de ramnolipidios e PHAs, suas composi¢des
variaram de acordo com a fonte de carbono e a linhagem utilizada na fermentagdo. O meio
manipueira adicionado com o6leo de fritura (MOF) apresentou os melhores resultados,
alcancando uma producdo de PHA de 39% do peso seco de células e uma producdo de
ramnolipidios de 660 mg/L. A manipueira se mostrou um substrato alternativo com potencial
para a producdo de ramnolipidios e PHAs, principalmente quando adicionada com oleo de
fritura, além de ser uma solug@o do ponto de vista ambiental e também agregar valor a estes
residuos. A manipueira adicionada de oleo de fritura pode reduzir os custos de produgdo
permitindo a obtengdo concomitante de ramnolipidios ¢ PHAs. O ramnolipidio produzido pela
linhagem P. aeruginosa L2-1 no substrato manipueira adicionado de dleo de fritura foi
recuperado ¢ apresentou excelentes propriedades tenso-ativas, (baixos valores de
concentracdo micelar critica e de tensdo superficial e interfacial, excelente atividade
emulficante ¢ estabilidade da emulsdo), além de potencial para uso na remediagdo de
ambientes contaminados, removendo até¢ 89% de petroleo na areia apds processo de lavagem,
conferindo caracteristicas semelhantes e algumas vezes melhores que o ramnolipidio

comercial JBR599 (Jeneil Biosurfactant Co.).

Palavras-Chave: Pseudomonas aeruginosa, biossurfactantes, PHAs, ramnolipidios, residuos

agro-industriais.



ABSTRACT

This work evaluated the rhamnolipid and PHAs production by Pseudomonas sp. in alternative
low-cost substrates from food processing, determining the properties, applications and
chemistry composition of compounds obtained. Were isolated 21 strains, being that 2 isolates
were able to growth and produce rhamnolipids and PHAs in the substrates. These bacteria
were identified as Pseudomonas aeruginosa. The polymers and surfactants produced were
characterized by gas-chromatography mass spectrophotometry (GC-MS) and by high
performance liquid chromatography-MS (HPLC-MS), and their composition was found to
vary with the carbon source and the strain used in the fermentation. The best overall
production of rhamnolipids and PHAs was obtained with cassava wastewater added with
waste cooking oil (CWO) as the carbon source, with PHA production corresponding to 39%
of the cell dry weight and rhamnolipids production being 660 mg/L. It would appear that
CWO has the highest potential as alternative substrate, and its use may contribute to a
reduction in the overall environmental impact generated by discarding such residues. The
rhamnolipid produced by P. aeruginosa L2-1 in CWO showed excellent tension-active
properties (low values of critic micellar concentration and superficial and interfacial tensions)
and potential to use in remediation of contaminated environmental, removing 89% of
petroleum after washing process in sand, with characteristics similar or better than

commercial thamnolipid JBR599 (Jeneil Biosurfactant Co.).

Key-words: Pseudomonas aeruginosa, biosurfactants, PHAs, rhamnolipids, agro-industrial

wastes.
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1-INTRODUCAO

Os biossurfactantes constituem um grupo diverso de moléculas tenso-ativas
sintetizadas por microrganismos cujas propriedades bioldgicas e superficiais podem ser
aplicadas a varios processos industriais. A maior vantagem dos biossurfactantes quando
comparado com os surfactantes sintéticos reside na sua diversidade estrutural (glicolipidios,
lipopeptidios, 4acidos graxos, etc.), baixa toxicidade e biodegradabilidade podendo ser
utilizados na fabricacdo de cosméticos, medicamentos e alimentos como agentes
emulsificantes, umectantes, preservativos e detergentes. Outra vantagem ¢ que podem ser
produzidos a partir de varios substratos, como residuos agro-industriais, contribuindo para a

reducdo da poluicdo ambiental e permitindo agregar valor comercial nestes produtos.

Estima-se que em 2010, os biossurfactantes poderdo atingir 10% do mercado dos
surfactantes, alcangando US$ 200 milhdes em vendas sendo a area ambiental (biorremediagdo
de hidrocarbonetos, poluentes organicos e metais pesados e tratamento e recuperacdo de 6leo
derramado) considerada como a mais promissora para uso destes compostos. (HESTER,

2001; O’CONNOR, 2002).

Bactérias do género Pseudomonas sdo caracterizadas pela sua versatiliade, sendo
capazes de sintetizar uma grande quantidade de produtos de interesse industrial, como
enzimas, piocianina, compostos tenso-ativos (ramnolipidios, viscosina), homoserina lactonas,
exopolissacaridios e polimeros de estoque intracelular (polihidroxialcanoatos — PHAs). Os
ramnolipidios representam uma das principais classes de biossurfactantes, os glicolipidios,

compostos de carboidratos com longas cadeias alifaticas (SOBERON-CHAVEZ et al., 2005).

Os PHAs sdo inclusdes citoplasmaticas, geralmente com um didmetro de 0,2 — 0,5 pm,
que atuam como reserva de carbono, energia e equivalentes redutores. O alto numero de
monomeros e a varidvel composicao da cadeia de PHAs resulta em uma enorme variedade de
propriedades fisicas e quimicas, como por exemplo: elastomeros e termoplasticos. Os PHAs
diferem dos polimeros quimiossintéticos, tais como polipropileno e polietileno, pela sintese a
partir de fontes renovaveis e por serem ndo toxicos e de facil biodegradabilidade. As
diferentes propriedades permitem que os PHAs sejam utilizados em uma variedade de
aplicagdes como a manufatura de embalagens, fabricacdo de proteses (industria farmacéutica

e médica) e como carreadores de aromatizantes para a industria alimenticia.
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Apesar das vantagens apresentadas, os biossurfactantes ¢ PHAs ndo so amplamente
utilizados pelas industrias devido ao alto custo de produg¢ao, associados a baixa produtividade
e ao uso de substratos caros. Bactérias pertencentes ao género Pseudomonas sdo conhecidas
por sintetizarem simultaneamente ramnolipidios e PHAs. Os ramnolipidios sdo considerados
como a classe de biotensoativos mais promissores em termos de producdo industrial, pois
apresentam caracteristicas fisico-quimicas e bioldgicas distintas e podem ser obtidos em
concentragdes superiores aos outros biossurfactantes, o que contribui para a difusdo do uso
destas moléculas, especialmente em situagdes onde o beneficio da aplicagdo supera os custos
de producdo. Ja os PHAs podem ser utilizados na substitui¢do dos polimeros derivados de

petroleo.

O uso de fontes alternativas de nutrientes € uma importante estratégia para facilitar o
desenvolvimento industrial da produ¢do de ramnolipidios ¢ PHAs. A sele¢do dos substratos
envolve a dificuldade da razdo (massa) entre carboidratos e lipidios € o suporte 6timo entre
crescimento e producdo dos metabolitos. Residuos agro-industriais com altas quantidades de
carboidratos ou lipideos e residuos urbanos tém sido utilizados como substratos na producao

de ramnolipidios e PHAs (FERNANDEZ et al., 2005).

A manipueira ¢ um residuo liquido constituido pela dgua de extragdo da raiz de
mandioca, cujo potencial poluidor é consideravel, devido a grande concentracdo de material
de origem organica ndo esgotada, sendo agravado, em fungdo do grande volume gerado. O
custo de tratamento das aguas residuarias ¢ elevado, sendo pouco viavel para induastrias de
médio e grande porte e totalmente inviavel para pequenas industrias, sendo de grande
importancia a busca de aplicagdes que transformem a manipueira em um subproduto de maior
valor agregado (CEREDA, 1994). Considerando-se que a manipueira € rica em carboidratos e
minerais esta poderia ser explorada como substrato para processos biotecnologicos. O uso da
manipueira como um substrato alternativo para a producdo de biossurfactante foi

primeiramente descrito por Nitschke & Pastore (2003, 2004), utilizando Bacillus subtilis.

Outras fontes alternativas para a producdo de biossurfactantes e PHAs sdo os 6leos
vegetais utilizados em frituras. No Brasil, ha grande producdo e consumo de dleos vegetais,
principalmente 6leo de soja, gerando elevados volumes de residuos. De acordo com a
SABESP (Companhia de Saneamento Bésico do Estado de Sao Paulo) 1 litro de 6leo pode
chegar a contaminar 1milhdo de litros de 4gua. Uma solugdo para tratamento dos residuos de

6leos vegetais seria a sua biotransformagéo. Estudos recentes t€ém demonstrado que estes
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residuos podem ser utilizados como substratos para a producdo de ramnolipidios e PHAs
(HABA et al. 2000; ABALOS et al. 2001; BENINCASA et al. 2002; NITSCHKE et al.
2005a; MARSUDI et al., 2008).

Um dos principais subprodutos obtidos da produgdo do biodiesel é o glicerol. Com a
grande demanda de biodiesel devido a implantacdo da Lei Federal 11.097/2005, um dos
problemas a ser resolvido é o destino do glicerol gerado. Ja foi demonstrado que
Pseudomonas aeruginosa ¢ capaz de sintetizar ramnolipidios utilizando glicerol (NITSCHKE
et al, 2005a) embora em pequena quantidade se comparado a substratos hidrofobicos. O uso

do glicerol proveniente de plantas de biodiesel podera ser mais uma alternativa a ser estudada.

O uso de técnicas de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
revelaram que os ramnolipidios produzidos em um meio de cultura consistem na verdade de
uma mistura complexa de moléculas homodlogas que diferem entre si pela composicdo
quimica (DEZIEL et al. 1999, 2000). Nitschke et al. (2005a) mostraram que a fonte de
carbono influencia a distribuicdo dos homodlogos de ramnolipidios produzidos por P.
aeruginosa LBI, sugerindo que a biossintese pode ser direcionada de forma desejavel pela
simples sele¢io do substrato. E também conhecido que as propriedades dos ramnolipidios
dependem da distribuicdo de seus homologos, mas ¢ pouco conhecida a contribui¢do

individual de cada homélogo nas propriedades tenso-ativas.

A proposta de pesquisa na area de producdo de ramnolipidios e PHAs a partir de
residuos ¢ baseada no potencial de exploragdo comercial destes produtos, principalmente
pelos niveis significativos de rendimento e ao seu uso diversificado, podendo ser usado na
biorremediacdo, industrias farmacéuticas, alimenticias e de quimica fina. Estes fatos aliados a
baixa toxicidade, biodegradabilidade e propriedades tenso-ativas, tornam os ramnolipidios e
PHAs compostos muito atrativos para a industria e conseqilientemente sua demanda tende a
ser crescente. O uso de substratos hidrofobicos (6leos usados) e nao hidrofébicos (manipueira
e glicerol) possibilitara a obteng@o de diferentes homologos de ramnolipidios € mondmeros de
PHASs com propriedades distintas, pois como se sabe, a fonte de carbono influi na distribuicao
destes diferentes homologos e mondmeros produzidos por Pseudomonas spp. Além disso, a
producdo a partir de residuos agro-industriais contribui para a reducdo da poluicdo ambiental

e permite a valorizacdo comercial destes produtos.

Sendo assim, foi estudada a producdo de biossurfactantes e PHAs a partir de substrato

hidrofébico (6leo usados) e dois substratos hidrofilicos: manipueira (agucares) e glicerol
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(alcool) para evidenciar a influéncia da natureza do substrato no tipo/composicdo dos

ramnolipidios e PHAs sintetizados por Pseudomonas aeruginosa.
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2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os surfactantes sdo moléculas anfipaticas constituidas de uma por¢do hidrofobica e
uma por¢do hidrofilica. A por¢do apolar ¢ freqiientemente uma cadeia de hidrocarbonetos
enquanto que a por¢do polar pode ser idnica, ndo-ionica ou anfotérica (DESAI & BANAT,
1997).

Em funcdo da presenca de grupos hidrofilicos e hidrofébicos na mesma molécula, os
surfactantes tendem a se distribuir nas interfaces entre fases fluidas com diferentes graus de
polaridade (como o6leo/agua e agua/dleo). Quando um surfactante é adicionado em uma
solugdo, as tensdes interfacial e superficial decaem até certo nivel da concentragdo do
surfactante, o qual é conhecido por concentra¢do micelar critica (CMC). Ao se alcangar o
valor da CMC, nenhuma reducdo da tensdo ¢é observada, mesmo com aumento da
concentragdo de surfactante. Na CMC, os mondmeros de surfactantes associam-se
espontaneamente em estruturas agregadas, como micelas (didmetro de S5nm), vesiculas
(didmetro de 40 a 400 nm) e lamelas. Estes agregados sdo formados a partir de numerosas
interacdes entre os grupos polares e ndo-polares, incluindo forcas de van der Waals e ligacao
de hidrogénio. A CMC ¢ dependente da estrutura do surfactante, pH, cadeia ionica e

temperatura da solugdo (MAIER, 2003).

Estas propriedades tornam os biossurfactantes adequados para uma ampla gama de
aplicagdes industriais envolvendo: detergéncia, emulsificagdo, lubrificagdo, capacidade

espumante, capacidade molhante, solubilizagdo e dispersdo de fases (BANAT, 2000).

2.1 - Classificacio e natureza quimica dos biossurfactantes

Os biossurfactantes sdo classificados de acordo com a sua composi¢do quimica e sua
origem microbiana. Os microrganismos produtores se distribuem em diversos géneros, sendo
a maioria produzida por bactérias. As principais classes de biossurfactantes incluem
glicolipidios, lipopeptidios e lipoproteinas, fosfolipidios e 4acidos graxos, surfactantes

poliméricos e surfactantes particulados (MAKKAR & CAMEOTRA, 2002).
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Os biossurfactantes possuem uma estrutura comum: uma por¢ao lipofilica usualmente
composta por cadeia de hidrocarbonetos de um ou mais 4cidos graxos que podem ser
saturados, insaturados, hidroxilados ou ramificados ligados a uma porg¢ao hidrofilica que pode
ser um éster, um grupo hidroxi, fosfato, carboxilato ou carboidrato. A maioria dos
biossurfactantes ¢ neutra, ou anidnica variando desde pequenos acidos graxos até grandes
polimeros. A maior vantagem dos biossurfactantes quando comparados com os surfatantes
sintéticos ¢ sua maior aceitagdo ambiental, sua menor toxicidade e sua natureza biodegradavel
(CAMEOTRA & MAKKAR, 1998; BOGNOLO, 1999). A Tabela 1 mostra os principais

grupos de biossurfactantes produzidos.



Tabela 1

Principais tipos de biotensoativos e microrganismos produtores.
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Biotensoativo Microrganismo
Glicolipidios
Ramnolipidios Pseudomonas sp.
Burkholderia sp.
Trealolipidios Rhodococcus erythopolis
Nocardia erythopolis
Mycobacterium sp
Soforolipidios Torulopsis bombicola
Torulopsis apicola
Torulopsis petrophilum
Clebiolipidios Ustilago zeae

Lipopeptidios e lipoproteinas
Peptidolipidio
Viscosin
Surfactin

Acidos graxos, fosfolipidios
Acidos graxos

Fosfolipidios

Surfactantes poliméricos

Emulsan

Ustilago maydis

Bacillus licheniformis
Pseudomonas fluorescens

Bacillus subtilis

Corynebacterium lepus

Thiobacillus thiooxidans

Anthrobacter calcoaceticus

Os ramnolipidios de Pseudomonas sp. possuem um maior potencial de producgdo e

utilizagdo comparados aos outros biossurfactantes, apresentando baixa toxicidade ao ambiente

e excelentes propriedades tenso-ativas e alta afinidade por moléculas organicas hidrofobicas,

além de poderem ser produzidos a partir de substratos hidrofobicos e hidrofilicos, como

glicose, hidrocarbonetos e 6leos vegetais (DESAI & BANAT, 1997).
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2.2 - Ramnolipidios: estrutura e propriedades

Algumas espécies de Pseudomonas sdo capazes de produzir, sob certas condigdes,
glicolipidios contendo ramnose, também chamados ramnolipidios. A producdo destes

compostos por Pseudomonas aeruginosa foi primeiramente descrita por Jarvis et al (1949).

Os dois principais homoélogos de ramnolipidios produzidos por P. aeruginosa em
cultura liquida sdo RhaC;¢C;p e RhaRhaC;¢Cjo. Todos estes compostos contém um ou dois
grupos de ramnose ligados a um ou dois 4acidos graxos 3-hidroxi de diferentes comprimentos
e que podem ser saturados ou insaturados (Figura 1) (NITSCHKE et al., 2005b; SOBERON-
CHAVEZ, et al., 2005). As varias combinagdes destes grupos geram uma grande quantidade
de possiveis homodlogos de ramnolipidios. Os métodos utilizados para o isolamento e analise
quimica dos ramnolipidios envolvem uma separagdo cromatografica das misturas em varias
fragdes por cromatografia em camada delgada (CCD), frequentemente seguida por
cromatografia liquida em alta eficiéncia (CLAF). Estas bandas semi-purificadas quando
analisadas por espectrometria de massa permitem a caracterizagdo das misturas de

ramnolipidios (DEZIEL et al., 1999).
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Figura 1 - Representacao geral dos mono (a) e diramnolipidios (b).

Alguns autores reportam os monoramnolipidios como componente predominante na
mistura de ramnolipidios (ARINO et al., 1996; SIM et al., 1997) enquanto outros descrevem
que os diramnolipidios sio os componentes em maioria (DEZIEL et al., 2000, MATA-

SANDOVAL et al., 2001; BENINCASA et al., 2004).

Os ramnolipidios quando excretados no meio de cultura, reduzem a tensdo superficial
do meio para valores menores de 30 mN/m (MERCADE & MANRESA, 1994). A tensio
superficial da agua ¢ reduzida de 72 para menos de 30 mN/m e a tensdo interfacial em
sistemas agua/dleo de 43 para menos de ImN/m. Ramnolipidios também mostram a

habilidade de emulsificar hidrocarbonetos e formar emulsdes estaveis.
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2.3 - Biossintese de biossurfactantes

Para a produgdo em larga escala de metabolitos microbianos € necessario conhecer os
mecanismos de regulagdo dos microrganismos escolhidos. Em geral, a producdo de
biossurfactantes pode ser induzida por hidrocarbonetos ou substratos insoliveis em agua

(NITSCHKE et al., 2005b).

Dependendo da natureza do biossurfactante e do microrganismo produtor, os seguintes
padroes de producdo destes compostos por fermentacdo sdo possiveis (DESAI & DESAI
1993; SYLDATK & WAGNER, 1987):

e producido associada ao crescimento, onde existe uma relagdo paralela entre a utilizagdo

do substrato, crescimento e producdo de biossurfatante;

e producdo por células cultivadas em condi¢des limitantes de crescimento, caracterizada
por um aumento acentuado na produg@o de biotensoativos como resultado da limitagdo
de um ou mais componentes do meio, como nitrogénio ou outros cations

multivalentes;

e producdo por células ndo proliferantes, onde as mesmas sdo colhidas durante o estado
de producdo de biotensoativos e mantidas no mesmo meio, mas sem fonte de
nitrogénio, assim elas ndo se multiplicam, porém continuam utilizando a fonte de

carbono para a sintese destes compostos e
e adicdo de precursores como compostos lipofilicos e diferentes fontes de carbono.

Entretanto, seria dificil estabelecer um modelo padrao para a produgdo de biotensoativos,
uma vez que estes compostos formam um grupo diverso, produzido por uma grande variedade
de microrganismos. Desta forma, o desenvolvimento de processos fermentativos deve ser

otimizado de acordo com cada caso (LIN, 1996).

Em geral, as diferentes fontes de carbono, a quantidade de ions e nitrogénio no meio,
estratégias de fermentacao, linhagem selecionada e outros fatores como pH, aeracdo, agitacao
e temperatura podem influenciar o tipo, a qualidade e a quantidade do ramnolipidio

produzido. Todos estes fatores devem ser considerados no processo de producdo de
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ramnolipidios, necessitando de uma maior integracdo entre diferentes disciplinas e tecnologias

(DELEU & PAQUOT, 2004).

2.4 - Producio a partir de substratos alternativos

O uso de substratos alternativos como: borra oleosa, 6leos usados, glicerol, melago de
cana, residuos da producdo de queijo, batata e mandioca, constitui uma importante estratégia
para facilitar o desenvolvimento da produ¢@o industrial de biossurfactantes e PHAs, bem

como reducdo dos custos de producao.

Ramnolipidios podem ser produzidos a partir de varios substratos. Oleos vegetais e
residuos do refino destes estdo entre os substratos alternativos mais utilizados na produg¢ao de
ramnolipidios, enquanto que fontes de carbono hidrofilicas, como glicose sdo menos

exploradas (NITSCHKE et al., 2005b).

Nitschke et al. (2005a) estudaram diferentes residuos de 6leos vegetais (borra) de soja,
algoddo, milho, palma e babagu, verificando a potencialidade destes como substrato na
producdo de ramnolipidios por P. aeruginosa LBI. A borra de soja foi o melhor substrato,
gerando 11,7 g/L de ramnolipidios e um CMC de 51,5 mg/L. Costa et al., (2006) utilizaram
6leos nativos do Brasil (Buriti, Cupuagu, Maracuja, Andiroba, Castanha-do-Para, e Babacu)
como fontes de carbono para P. aeruginosa LBI. As mais altas concentracdes foram obtidas

com o6leos de castanha-do-Para (9,9 g/L) e maracuja (9,2 g/L).

Oleos vegetais sdo excelentes substratos para a produ¢io de PHAs porque a diferenca
na composi¢do dos acidos graxos dos o6leos origina mondémeros de PHA com composigdo
variavel. Marsudi et al., (2008) estudaram a utilizacdo de 6leo de palma na producdo de PHAs
por P. aeruginosa e obtiveram um produto com monomeros variando entre 6 a 14 carbonos,

saturados e insaturados.

2.4.1 - Manipueira
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Durante a fabricacdo da farinha de mandioca sdo gerados residuos como a casca, o
farelo e a manipueira, residuo aquoso oriundo do processamento da raiz. O residuo liquido
gerado ¢ na verdade uma mistura da agua captada pela industria com o liquido de constituigdo

da raiz (manipueira) (DEL BIANCHI, 1998).

O potencial poluidor da manipueira é consideravel devido a grande concentragdo de material
organico ndo esgotado, sendo agravado em fung¢do do grande volume gerado. Além de
poluente, o residuo ¢ toxico pela presenga de glicosideos potencialmente hidrolisaveis a

cianeto, como a linamarina ¢ a lataustralina (CEREDA, 1994).

Na Figura 2 ¢ apresentado um fluxograma de uma fabrica de processamento de mandioca.

| Raiz da mandioca |

|

| Selecdo |
Lavagem e descascamento por abrasdo

;

—» Casca —» Ragao
| Reducgdo do tamanho .
5 Aguade
l lavagem

Agua

| Prensagem

l L » Manipueira

| Desintegra¢dao e homogeneizagao |
'
v
| Secagem |
'
T—’ Tamisagao |

!

| Farinha |

Moagem

Figura 2 — Fluxograma de uma fabrica de processamento de mandioca.
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A mandioca esta entre os seis principais produtos agricolas cultivaveis (trigo, arroz,
milho, batata, aveia e mandioca) com uma producgdo estimada de 160 milhdes de toneladas
por ano (FAQ, 2005). Considerando que durante a fabrica¢do da farinha de mandioca geram-
se aproximadamente 360 litros de manipueira por tonelada, o tratamento e os custos de
descarte representam um enorme encargo economico para a industria farinheira bem como um

problema ambiental, sendo necessario um melhor gerenciamento deste residuo.

O Brasil ocupa a segunda posi¢ao na producao mundial de mandioca (12,7% do total).
A producdo nacional da cultura projetada pela Companhia Nacional de Abastecimento
(CONAB) para 2002 foi de 22,6 milhdes de toneladas de raizes, numa area plantada de 1,7
milhdes de hectares, com rendimento médio de 13,3 t/ha. Dentre os principais estados
produtores destacam-se: Para (17,9%), Bahia (16,7%), Parana (14,5%), Rio Grande do Sul
(5,6%) e Amazonas (4,3%), que respondem por 59% da produgdo do pais (Dados: Empresa

Brasileira de Pesquisa Agropecudria — Embrapa).

O uso da manipueira em processos biotecnologicos ¢ uma alternativa viavel que pode
contribuir para a reducdo dos custos de produgdo dos biossurfactantes e também agregar valor
ao residuo. A manipueira t€m sido usada na produgdo de surfactina por Bacillus subtilis
(NITSCHKE & PASTORE, 20006), 6leos essenciais por Fusarim oysporum (MAROSTICA &
PASTORE, 2007) e compostos volateis por Geotrichum fragans (DAMASCENO et al.,
2003).

2.5 - Descoberta de novos biossurfactantes

A grande diversidade microbiana sugere que apenas uma pequena fragdo dos
biossurfactantes foi descoberta. E esta pode ser investigada por diferentes técnicas, como a
caracterizacdo metabdlica e filogenética das bactérias que crescem em locais especificos,
como por exemplo, locais impactados por hidrocarbonetos, auxiliando no conhecimento dos

grupos de microrganismos que estdo associados na biodegradagdo destes compostos.

A descoberta de novos biossurfactantes depende do avango dos métodos analiticos e
do esforco no isolamento de novas linhagens. Bodour et al (2003), isolaram microrganismos

em diferentes amostras de solo (contaminadas por petroleo, metais pesados, petroleo mais
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metais pesados e solos ndo contaminados) no sudoeste dos Estados Unidos (clima arido).
Foram obtidas 1305 colonias, destas 45 foram capazes de produzir biossurfactantes,
representando a maioria das amostras testadas. As relagdes filogenéticas foram determinadas
por comparagdo do rRNA 168, seqiiéncia tinica de genes de cada isolado, revelando um novo
microrganismo produtor de biossurfactante, uma Flavobacterium sp. Os autores concluiram
que com um simples método de isolamento foi possivel encontrar novos microrganismos

produtores de biotensoativos.

Muitos autores (MUELLER et al, 1997; BODOUR et al, 2003; BENTO et al, 2005;
VASILEVA-TONKOVA et al, 2006) isolaram novas linhagens produtoras de
biossurfactantes em amostras contaminadas com hidrocarbonetos, mostrando que estes locais

sdo indicativos para o isolamento de microrganismos produtores de biotensoativos.

2.6 - Aplicacdes comerciais dos biossurfactantes

Devido as propriedades dos biossurfactantes, estes podem ser usados em muitas
aplicagdes incluindo remogao de 6leo residual, na biorremediacdo, saude publica e industrias

de processamento de alimentos e cosméticos (BANAT et al., 2000).

Os biossurfactantes podem ser usados como agentes anti-adesivos durante processo de
fabricacdo de alimentos, particularmente na redu¢do da contaminagdo por patdégenos ou na
remoc¢do de microrganismos aderidos. A eficiéncia dos biossurfactantes produzidos por P.
fluorescens e Lactobacillus helveticus em inibir a adesdo de 4 linhagens de Listeria sp. em
aco inox foi observado por Meylheuc et al (2006). A surfactina produzida por Bacillus subtilis
promoveu uma redu¢do no numero de células de Listeria monocytogenes e Enterobacter
sakazakii aderidas em ago inox, sendo que o resultado mais significante foi obtido para L.
monocytogenes, onde o log do numero de células vidveis foi reduzido de 7 para 5,

representando um decrécimo de 10* UFC/cm? (NITSCHKE et al., 2009).

Os biossurfactantes podem também ser utilizados no controle bioldgico, pois possuem
acdo bactericida, tendo acdo no controle de patdégenos causadores de doengas em vegetais

(KIM et al, 2004).
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Os biossurfactantes possuem uma variedade de aplicagdes mnos bioprocessos
microbiologicos, promovendo aumento na produgdo de produtos extracelulares através da
interacdo dos componentes da membrana celular. Biossurfactantes especificos com estruturas
coloidais facilitam a transferéncia do oxigénio durante a fermentacdo e podem ser usados na

separagdo de sistemas celulares (SINGH et al, 2007).

Em saude publica, os biossurfactantes possuem aplica¢des terap€uticas, estes incluem
os ramnolipidios produzidos por P. aeruginosa ¢ surfactina produzido por Bacillus subtilis e
B. licheniformis como antibioticos (MAKKAR & CAMEOTRA, 2002). Industrias de
cosméticos ¢ de medicamentos utilizam biossurfactantes como agentes emulsionantes e
solubilizadores. Repelentes de insetos, pasta dental, produtos anticaspa e desodorantes sdo
alguns exemplos de produtos que incluem surfactantes em suas formulas (MAYER &

SOBERON-CHAVEZ, 2000).

Biossurfactantes podem ser efetivos na desor¢do de contaminantes do solo, auxiliando
nos processos de biorremediacdo e recuperagdo de aquiferos. Hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos (PAHs) e alcanos podem ser removidos de solos contaminados a partir da adigdo
de ramnolipidios (DEAN et al, 2001, STRAUB et al, 2003). Ramnolipidios também sdo
capazes de remover metais pesados do solo como Ni ¢ Cd devido a sua natureza aniodnica,
com eficiéncias de 80-100% (MULLIGAN et al., 2001). Os residuos de glutamato presentes
na surfactina produzida por B. subtilis podem ligar-se a metais como, Mg, Mn, Ca, Ba, Li ¢

Rb (THIMON et al, 1992).

2.6.1 - Biorremediacao

As principais causas dos danos ambientais promovidos por compostos organicos de
origem petrolifera s3o oriundas de derramamentos acidentais ou algumas vezes ao descarte
intencional de 6leo ou residuos oleosos na agua ou no solo, ocorrendo normalmente através da
corrosdo nos encanamentos ¢ bombas, levando a vazamentos, ¢ no derramamento durante o
transporte. O derramamento de 6leo ou o seu descarte na agua eventualmente leva ao solo.
Sendo assim, a solucdo ideal seria prevenir os derramamentos ou descartes, mas nem sempre

isso € possivel (URUM et al., 2006).
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O acumulo e persisténcia de materiais toxicos na agua e no solo representam
atualmente um grande problema. Vérios subprodutos organicos sdo gerados a partir de
diferentes industrias (petroliferas, petroquimicas, papel, quimicas) os quais sdo naturalmente
liberados ou acidentalmente derramados no ambiente. A maioria dos compostos encontrados ¢
toxico, mutagénico e/ou carcinogénico e esfor¢os t€ém sido realizados para o desenvolvimento

de novas tecnologias de remediacao e para a descontaminacao de solos (URUM et al., 2003).

Varias tecnologias estdo disponiveis atualmente para o tratamento de solos
contaminados por derivados de petrdleo, incluindo escavagdo e armazenamento em locais
apropriados, extracdo a vapor, estabilizagdo e solidifica¢do, lavagem do solo, extragdo por
solventes, desorcdo termal, vitrificagdo, incineracdo e a biorremediagdo (RUSSEL, 1992). Em
algumas destas metodologias, como a biorremediacao, fitorremediacdo e incineragdo, ha uma
transformagdo e/ou destrui¢do completa destes contaminantes (normalmente em CO, ¢ H;0),
sendo necessario um grande periodo de tempo para serem efetivadas e ndo sendo
economicamente viaveis quando ha grandes volumes de material contaminante. Ja a técnica
de lavagem do solo permite uma separacdo e extracdo dos contaminantes do solo, sem
mudanga quimica do mesmo, ¢ economicamente viavel, relativamente rapida, possui potencial
em tratar e recuperar grandes volumes de contaminantes e a sua utilizagdo previne a formacao
de produtos nocivos que podem ser produzidos durante o processo de remediagdo (URUM et

al., 2006).

A aplicagdo de surfactantes para a lavagem de solos tem sido estudada (MULLIGAN
et al.,, 2001; PASTEWSKY et al., 2006) ¢ estes estudos indicaram que a remogdo do o6leo
usando uma solucdo de surfactante ocorre abaixo ¢ acima da concentracdo micelar critica
(CMC) do mesmo. Dois mecanismos sdo propostos para a remog¢do do 6leo no solo pelo
surfactante. O mecanismo de mobiliza¢do ocorre abaixo do valor da CMC devido a baixa
tensdo interfacial entre a 4gua e o 6leo, levando a reducdo da forga capilar entre o dleo e o
solo. Ja a solubilizacdo ocorre no valor da CMC ou acima desta, onde o surfactante se
encontra aglomerado, com o inicio da formacdo de agregados, conhecidos como micelas

(MULLIGAN et al., 2001).

Biossurfactantes tém sido testados na recuperagdo e tratamento de areas contaminadas
por hidrocarbonetos, sendo bastante efetivos na diminuigdo da tensdo interfacial do 6leo ¢ da

agua e na viscosidade do 6leo. O Emulsan® tem sido comercializado para este proposito e
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contém polissacarideos unidos por acidos graxos e proteinas, sendo produzida pela bactéria

Acinetobacter calcoaceticus (ROSENBERG & ROSENBERG et al., 1981).

Os ramnolipidios tém sido utilizados em lavagem de solos contaminados por
hidrocarbonetos demonstrando uma remocao trés vezes maior do que agua pura, sendo este
teste realizado em areia contaminada apos o derramamento de 6leo no navio Exxon Valdez,
Alasca, EUA (HARVEY et al., 1990). Pastewsky et al., (2006) mostraram que a solubilizagao
do tetracloroetileno e do diclorobenzeno foi mais efetiva em solu¢des de ramnolipidio (JBR
425) do que em solugdes de Triton X-100" ¢ Rokanol L10®, chegando a conclusio de que o
uso deste biossurfactante na remediacdo do solo, onde a solubilizagdo micelar é dominante,
pode ser interessante. Os biossurfactantes: ramnolipidio, saponina, escina, lecitina e o
surfactante sintético SDS (dodecil sulfato de sddio) foram testados na remogdo de 6leo em
solo (URUM et al., 2003). Os autores concluiram que as solu¢des de SDS, saponina e
ramnolipidio removeram mais que 79% do 6leo contido na areia (URUM et al., 2003). Santa
Anna et al., (2007) utilizaram ramnolipidios constituidos no meio de cultivo isento de células,
resultante do cultivo de uma cepa de P. aeruginosa, no processo de remediacdo de solos
arenosos impactados por derrames de oOleo. Os autores concluiram que a acdo dos
biossurfactantes foi similar a de biossurfactantes comerciais concentrados. Apesar de
existirem relatos na literatura (SANTA ANNA et al., 2007), o uso de biossurfactantes na

lavagem de solos contaminados por 6leos ainda ¢ limitada.

2.6.2 - Emulsao e tensao interfacial

Acima do valor da CMC, os mondmeros de surfactantes tendem a se agregar para
formar as micelas. Muitos sistemas permanecem inalterados no valor da CMC até que a
adicdo de surfactante cause a formacdo das micelas aumentando a sua atividade aquosa
(URUM & PEKDEMIR, 2004). Dependendo das propriedades do sistema, a configuragdo da

micela pode ser esférica, alongada, cilindrica, em forma de lamelas ou de vesiculas.

A formacdo das micelas ¢ de grande importincia para o entendimento das
microemulsdes. Microemulsdes sdo emulsdes termodinamicamente estaveis contendo
dominios de 4gua e 6leo separados por um filme de surfactante. As microemulsoes sdo usadas

em diversas aplicacdes como, na recuperacdo melhorada do petrdleo, no carreamento de
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medicamentos e na remediacdo de aquiferos. Uma das habilidades das microemulsdes ¢

formarem baixas tensoes interfaciais (DESAI & BANAT, 1997; ACOSTA et al, 2002).

Na remediacdo de solos, os liquidos que ndo estam aderidos na fase aquosa estdo
presos entre os poros do solo por forgas capilares causadas pela alta tensdo interfacial entre
6leo-agua. Micelas podem auxiliar na solubilidade do contaminate (solubilizag¢do), mas este
ndo ¢ tao eficiente quanto a mobilizagdo, processo onde ocorre a formagdo das microemulsdes
com uma drastica redugdo na tensdo interfacial e consequente desprendimento do 6leo na
superficie (CHILDS et al., 2005). Portanto, a reducdo da tensdo interfacial entre 6leo-agua ¢
de suma importincia para que a remediacdo de solos contaminados por hidrocarbonetos

ocorra de forma eficiente.

2.7 - Fungao fisiolégica dos biossurfactantes

Apesar dos biossurfactantes terem sido extensivamente estudados quanto as suas
aplicagdes comerciais, a sua funcdo fisiologica ainda € especulativa e pouco conhecida. Os
biotensoativos sdo importantes para a mobilidade, interagdes célula-célula, diferenciagdo
celular, acesso ao substrato e expulsido de compostos toxicos da célula (SOBERON-CHAVEZ
et al, 2005).

2.7.1 - Mobilidade

A mobilidade ¢ um processo fisioldgico essencial nos microrganismos, permitindo a
colonizag¢do de novos ambientes e continuagdo do crescimento e reproducdo, sendo relevante
na formagdo dos biofilmes e patogenicidade. Esta ocorre via processo mecénico, como a
rotacdo flagelar, ou por deslizamento via movimento friccional das proteinas de membrana
sobre uma superficie. Quando os microrganismos se encontram em interfaces os
biossurfactantes podem ser secretados para reduzir a tensdo interfacial e facilitar o

movimento. Este é o caso da natacdo, uma forma organizada de translocacdo, onde
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populagdes de microrganismos migram em grupos (SOBERON-CHAVEZ et al, 2005; VAN
HAMME et al, 2006).

P. aeruginosa podem colonizar superficies por natagdo, necessitando da produgdo de
agentes que reduzem a tensdo superficial. Déziel et al (2003) observaram que os acidos 3-(3
hidroxialcanoiloxi) alcanoico (HAAs), precursores dos ramnolipidios, também atuam como
biossurfactantes e podem auxiliar na natagdo quando hé auséncia de ramnolipidios. Caiazza et
al (2005) também sugeriram que os HAAs afetam a hidrofobicidade celular. Estes exemplos
mostram que a reducdo da tensdo superficial causada pela agdo dos biossurfactantes, auxilia

na mobilidade dos microrganismos.

2.7.2 - Formacio de biofilmes

Os biofilmes, complexos ecossistemas microbianos, podem ser formados por
populacdes desenvolvidas a partir de uma Unica, ou de multiplas espécies, podendo ser
encontrados em uma variedade de superficies bidticas e/ou abidticas. Desta maneira, os
biofilmes sdo definidos como associagdes de microrganismos e de seus produtos

extracelulares, que se encontram aderidos a superficies (DAVEY et al., 2003).

Os biosurfactantes sdo capazes de manter abertos os canais do biofilme pela alteragdo
das interagdes célula-célula e a fixacdo da bactéria nas superficies. A sintese induzida dos
ramnolipidios durante os ultimos estdgios de desenvolvimento do biofilme implica na
ativacdo de um mecanismo onde a bactéria aproveita as interagdes intercelulares para manter
estes canais, ou seja, os ramnolipidios participam da manuten¢do da arquitetura dos biofilmes
(DAVEY et al, 2003). Boles et al (2005) relataram que os ramnolipidios de P. aeruginosa
sdo essenciais para a separagdo das células do centro dos biofilmes, conhecido como
separagdo central da cavidade. A adi¢do de ramnolipidio exdgeno ou dodecil-sulfato de sodio
(SDS) também induziu a separacdo central das células em biofilmes, auxiliando na

manuten¢do da estrutura destes.
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2.7.3 - Acesso a substratos

Um dos principais papéis dos biossurfactantes ¢ auxiliar a interagdo dos
microrganismos com os compostos organicos hidrofobicos, pois facilitam ao acesso a
substratos pouco soliveis ou possibilitam o seu transporte para dentro da célula. Os
microrganismos podem entrar em contato com um substrato via contato direto com cristais e
gotas (0leo cru em agua) ou pela pseudosolubilizagdo do substrato em micelas e emulsdo. Via
contato direto, a hidrofobicidade das superficies celular e do substrato pode inviabilizar as

interagodes, e os biossurfactantes podem favorecé-las (VAN HAMME et al, 2006).

Ha dois mecanismos no quais os biossurfactantes podem auxiliar na biodegradagao de
compostos organicos (petroleo e seus derivados). Primeiro, eles podem solubilizar os
compostos hidrofobicos formando as micelas, o que aumenta a solubilidade do composto ¢ a
sua acessibilidade pela célula e segundo, podem deixar a superficie celular mais hidrofébica,
aumentando a associacdo da célula com o substrato (AL-TAHHAN et al, 2000). Por exemplo,
Zhang & Miller (1994) descreveram que o ramnolipidio ndo apenas torna mais soluvel os
hidrocarbonetos, mas também modifica a superficie celular, resultando no aumento da

hidrofobicidade celular.

2.8 - Polihidroxialcanoatos (PHASs)

Polihidroxialcanoatos (PHAs) formam uma classe de poliésteres naturais podendo ser
acumulados por diversos microrganismos sob a forma de granulos intracelulares e
representando até 80% do peso seco de células. A fungdo mais freqiientemente atribuida a
estes granulos ¢ a de reserva de carbono, energia e equivalentes redutores (SUDESH et al.,
2000). Cerca de 150 mondémeros diferentes ja foram identificados como constituintes de PHA
produzidos por bactérias a partir de diversas fontes de carbono. Os mondémeros de PHAs
podem ser divididos em dois grupos, o primeiro sdo os de cadeia curta (PHA,) contendo 3 a
5 atomos de carbono na cadeia principal e o segundo grupo sdo os mondmeros de cadeia

meédia (PHA,)) contendo 6 a 16 atomos de carbono na cadeia principal. O mais estudado
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PHA ¢ o poli-3-hidroxibutirato (PHB), um polimero de 3-hidroxibutirato o qual ¢ classificado
como um hidroxialcanoato de cadeia curta (MADISON & HUISMAN et al., 1999).

PHA,, sd3o encontrados em bactérias pertencentes aos mais diversos grupos
taxondmicos e os PHA . s6 foram detectados em Pseudomonas do grupo I de homologia do
RNA ribossomal. Uma das caracteristicas importantes desse grupo ¢ a sua incapacidade em
produzir PHB, ou seja, sdo incapazes de sintetizar PHA; (SUDESH et al. 2000). A Figura 3

mostra a representagao geral dos PHAs.
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Figura 3 - Representacdo geral dos PHAs.

A maioria das bactérias do género Pseudomonas ¢ capaz de produzir
polihidroxialcanoatos ndo apenas quando elas sdo cultivadas em alcanos alifaticos ou acidos
graxos, mas também a partir de glicose e outras fontes de carbono. Por exemplo, P. putida
quando cultivada em &cido octandico como fonte de carbono, acumula um co-poliéster
consistindo de Cs.g ¢ Ci2.9 como o principal e maior constituinte, respectivamente. Entretanto,
quando glicose ¢ a fonte de carbono um co-poliéster consistindo principalmente de Cg, €
produzido enquanto que Cso ¢ Cioo sd0 acumulados minoritariamente. Esta capacidade
implica que o metabolismo dos acidos graxos dessa bactéria (biossintese de novo e -
oxidacdo) esta ligado com a biossintese de PHAs (STEINBUCHEL & LUTKE-EVERSLOH,
2003).
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2.8.1 - Sintese e propriedades dos PHAs

A sintese de PHA em Pseudomonas é dividida em duas rotas e ¢ dependente da fonte
de carbono fornecida. A primeira ¢ conhecida como “biotransformagdo biossinteticamente
dirigida” em que a composi¢do do polimero produzido estd estruturalmente relacionada ao
substrato fornecido. Os substratos dessa via metabodlica podem ser hidrocarbonetos, alcoois e
acidos carboxilicos. A segunda ¢ conhecida como “biotransformacdo xenobidtica” e ocorre
quando os microrganismos sdo cultivados em agucares, acetato e glicerol onde o substrato ¢
metabolizado a acetil-CoA produzindo um polimero contendo Cioo como principal
constituinte e Cgg e Cjo0 como constituintes secundarios (MADISON & HUISMAN et al.,
1999).

A biossintese de ramnolipidios ¢ dependente das vias metabdlicas centrais, como a dos
acidos graxos, e estd intimamente relacionada a producdo de PHAs, o qual possui passos

biossintéticos em comum (SOBERON-CHAVEZ et al., 2005).

Oleos vegetais e carboidratos tém se mostrado excelentes fontes de carbono para a
producdo de PHAs com a presenga de fragdes saturadas e insaturadas, porém o grau de
insaturacdo dos polimeros produzidos ndo pode ser controlado (SUDESH et al., 2000).
Entretanto, Silva-Queiroz et al., (2009) utilizaram espécies de Pseudomonas e 6leos vegetais
como fonte de carbono para a produgdo de PHAsycL. Os autores verificaram que ¢ possivel
controlar a biossintese de PHAs de acordo com a composicao do 6leo utilizado, permitindo
gerar monomeros com composicoes semelhantes a partir de 6leos vegetais com diferentes
composi¢des de acidos graxo. Quando misturas de acidos alifaticos saturados e insaturados
foram usados como fontes de carbono, uma relacdo entre a fonte de carbono insaturada ¢ a
fragdo insaturada dos PHAs produzidos foi encontrada (HARTMANN et al., 2006). As PHA
sintases sdo as enzimas chave da biossintese de PHA, que catalizam a polimerizacdo dos

acidos hidroxialcanoicos (HAS) em PHAs (REHM & STEINBUCHEL, 1999).

O alto nimero de monomeros e diferente composicdo monomérica dos PHAs resulta
em uma enorme variagdo de caracteristicas fisicas e quimicas. Eles s@o termoplasticos e/ou
elastomeros, insoluveis em agua, enantidmeros, ndo toxicos ¢ exibem um alto grau de
polimerizacdo e massa molar de alguns milhdes de Da (STEINBUCHEL & LUTKE-
EVERSLOH, 2003). PHAs diferem dos polimeros quimiossintéticos, tais como polipropileno
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e polietileno, pela sintese a partir de fontes renovaveis e sua facil biodegradabilidade. As
diferentes propriedades permitem que os PHAs sejam utilizados em uma variedade de
aplicagdes como a manufatura de embalagens, fabricacdo de proteses (indistria farmacéutica
e médica) e como carreadores de aromatizantes para a industria alimenticia (MADISON &

HUISMAN et al., 1999).

2.8.2 - Mercado e aplicacoes dos PHAs

O mercado e o desenvolvimento de bioplasticos ainda sdo muito pequenos se
comparado aos plasticos derivados do petroleo. A biodegradabilidade e a compatibilidade
ambiental dos bioplasticos ainda ndo sdo motivos que justificam a substitui¢do dos plasticos
convencionais pelos bioplasticos. O principal entrave para a popularizacdo dos bioplasticos
esta relacionado com os custos de producdo, sendo que os plasticos convencionais sdo
manufaturados com um custo menor. As poliolefinas, como polietileno e polipropileno,
possuem um custo menor que US$ 1/Kg, ja a produgao dos bioplasticos esta estimada em
USS$ 3 — 4/Kg, sendo vendidos por um prego cerca de 5 -10 vezes maiores do que os plasticos
sintéticos (Suriyamongkol et al., 2007). Sendo assim, diferentes estratégias de fermentacao
com o isolamento de novos microrganismos produtores de bioplasticos ¢ o uso de fontes de
carbono alternativas, como residuos agroindustriais, contribuem para a redugdo dos custos de

producdo e consequentemente aumentariam a viabilidade economica dos bioplasticos.

A produgdo mundial de PHAs em 2008 foi de 49,5 mil toneladas, representando uma
série de vantagens ambientais, como a substituicdo do petroleo, diminuicdo da emissdo de

gases efeito estufa e por serem facilmente biodegradaveis (ORTS et al., 2008).

PHAs tem sido utilizados para a fabricagdo de filmes biodegradaveis com o proposito
de serem utilizados na agricultura. Podem ser utilizados como uma camada protetora para
fertilizantes, herbicidas e inseticidas (HOCKING et al., 1994). Também podem ser utilizados
para a fabricacdo de materiais osteossintéticos, como proteses e suturas cirirgicas € na
engenharia de tecidos, como suporte de crescimento celular (WILLIANS et al., 1999). Mas
uma das principais aplicacdes dos PHAs e suas blendas esta na area de embalagens, podendo
substituir os plasticos derivados de petrdleo, isso porque eles sdo compativeis com muito

alimentos, como produtos lacteos, bebidas e produtos carneos (SORRENTINO et al., 2007).
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2.9 - Producio simultinea de ramnolipidios e PHAs

A producdo simultanea de PHAs e ramnolipidios ¢ importante para a reducdo dos
custos de producdo de ambos os produtos. Os PHAs sdo encontrados no interior da célula
bacteriana, portanto para a sua recuperagdo ¢ necessario uma quebra da membrana e parede
celular com consequente liberagdo do PHA, sendo que este processo ¢ bastante representativo
para o custo de producdo durante a fermentacdo. A produgdo de materiais secretados como os
ramnolipidios, em combinacdo com a producdo de PHAs, representa um aumento na
viabilidade dos processos de biocatalise, porque as células podem ser usadas para a produgdo
de materiais secretados antes da recuperagdo final dos PHAs, e técnicas convencionais como a
centrifugacdo podem ser usadas para a separacdo dos dois produtos (HORI et al., 2002;

MARSUDI et al., 2008).

Apesar dos ramnolipidios e PHAs serem bem estudados, a producdo simultanea destes
produtos a partir de um mesmo substrato e microrganismo ainda ¢ pouco conhecido. Sao
poucos os trabalhos que relatam a produgdo simultanea de PHAs e ramnolipidios de P.
aeruginosa. Hori et al., (2002) estudaram a viabilidade da producdo simultinea de PHAs e
ramnolipidios por P. aeruginosa em decanoato, etanol e glicose como fontes de carbono.
Decanoato foi a fonte de carbono mais apropriada e PHAs e ramnolipidios foram produzidos
apos a fase de crescimento. O tipo da fonte de carbono afetou a composi¢cdo dos mondmeros

de PHAs.

Oleo de palma foi utilizado como substrato para a produgdo simultanea de
ramnolipidios e PHAs por P. aeruginosa IFO3924 (MARSUDI et al., 2008). Apds o consumo
total da fonte de nitrogénio e fase de crescimento, iniciou-se a producdo de ambos os produtos
(PHA e ramnolipidio). O actmulo final de PHAs foi de 36% em massa seca, com a
composi¢do monomérica variando de 8 a 14 carbonos. Os autores concluiram que os acidos
graxos resultantes da hidrolise do 6leo favoreceram o crescimento celular e producdo de
PHAs via B-oxidagd@o e os ramnolipidios foram sintetizados a partir da via sintese de novo dos
acidos graxos. Pham et al., (2004) estudaram o papel da biossintese de PHA na produgdo de
ramnolipidios e alginato usando mutantes de P. aeruginosa deficientes em PHAs. A PHA
sintase ndo estd diretamente envolvida com a biossintese de ramnolipidios, mas a biossintese

de PHAS e alginato estdo em competicdo com um precursor em comum.
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Sendo assim, a tomada de algumas medidas como, o uso de substratos alternativos, a
otimizacdo da eficiéncia da biossintese e a melhora dos pardmetros de cultivo, podem
contribuir para a ampliagdo do uso de ambos os produtos e consequentemente com a reducao
dos custos de producdo. A sintese de ramnolipidios e PHAs estdo relacionadas, pois em
ambas as vias sdo utilizados os derivados da sintese de acidos graxos como substratos (Figura

4).
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Figura 4 — Rota metabodlica de producdo dos ramnolipidios (SOBERON-CHAVEZ et al.,
2005).
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3 - OBJETIVOS

3.1 - Geral

o [Estudar a produgdo de biossurfactantes ¢ PHAs de Pseudomonas sp. a partir de

substratos ndo convencionais.

3.2 - Especificos

e Verificar a potencialidade das cepas isoladas com relagdo aos substratos propostos

assim como verificar novos produtores potenciais;

e Isolar e selecionar linhagens de Pseudomonas spp. com capacidade para sintetizar

ramnolipidios e PHAs a partir dos substratos propostos;

e Avaliar a potencialidade do uso de manipueira, 6leos vegetais e glicerol para a

produgdo de ramnolipidios ¢ PHAsS;

e Caracterizar os biossurfactantes e PHAs obtidos quanto a sua composicdo quimica e

propriedades fisico-quimicas;
e Relacionar a composi¢do quimica com as propriedades dos compostos obtidos;

e [Estabelecer relacdo entre a natureza da fonte de carbono e a distribuicdo das moléculas

homologas presentes no produto;

e Investigar possiveis aplicagdes.
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4 - MATERIAL E METODOS

4.1 - Microrganismos

Foram utilizadas Pseudomonas aeruginosa LMI 6¢ e Pseudomonas aeruginosa LMI
7a previamente selecionadas por sua capacidade de produzir ramnolipidios a partir de
residuos oleosos (COSTA et al., 2008), além de outros microrganismos isolados a partir de

solos contaminados com hidrocarbonetos.

4.2 - Locais de coleta para o isolamento de microrganismos

Os locais de coleta para o isolamento dos microrganismos foram:

1) Refinaria do Planalto Paulista (REPLAN), localizada na cidade de Paulinia, SP, rodovia SP
332, km 132. Foi coletado solo de “landfarming” em diferentes locais. Os microrganismos

isolados neste local receberam as terminagdoes LMI-A, LMI-B e LMI-L.

2) Praia Guaeca e regido do rio Guaeca em Sdo Sebastido, SP. Os microrganismos isolados

neste local receberam a termina¢do LMI-SB.

As amostras de solo coletadas foram guardadas em frascos estéreis e mantidas em

geladeira até o isolamento dos microrganismos.

4.3 - Meios de cultura e condicoes de cultivo

4.3.1 - Isolamento de microrganismos do solo
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A partir de amostras de solos contaminados com o6leos foram isoladas diferentes
bactérias visando obteng@o de potenciais produtores de ramnolipidios. Inicialmente, 10 g de
solo foram diluidos em 50 ml de agua destilada estéril. Desta suspensdo, 1 ml foi transferido
para frasco de Erlenmeyer de 50 ml contendo 20 ml, de meio constituido por 3 g/L de extrato
de carne e 5 g/L. de peptona (caldo nutriente). O frasco foi incubado em mesa agitadora a 30
°C e 200 rpm por 24 horas. Apds este periodo, aliquotas de 0,1 ml do meio foram transferidas

para placas de Petri contendo agar nutriente e incubadas em estufa a 30°C.

As coldnias isoladas obtidas foram transferidas para meios seletivos especificos e

submetidas a carcterizagdo morfoldgica e bioquimica descritos nos itens a seguir.

4.3.2 - Meio para isolamento seletivo de microrganismos potenciais produtores de

biossurfactantes

4.3.2.1 - Teste de “Blue Agar”

Para deteccao de glicolipidios extracelulares foi utilizado o teste de “Blue Agar”
descrito por Siegmund et al. (1991). A fonte de carbono foi modificada, utilizou-se glicerol e
mantendo a concentragdo final. Os microrganismos positivos a este teste exibem um halo

mais intenso que o meio, indicando a produgao de glicolipidios extracelulares.

4.3.2.2 - Teste “King B. Medium”

O teste de “King B. Medium” ( KING et al. 1954) foi usado para a detec¢do da
producdo de pigmentos e crescimento de culturas de Pseudomonas spp. A auséncia do

elemento ferro estimula a produgdo de pigmentos.

4.3.2.3 - Teste “Calcio-Trioleina (CT)”
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O teste “calcio-trioleina” (WOLHFARTH & WINKLER, 1988) foi usado para
distinguir coldnias capazes de produzir lipase. Os microrganismos positivos a este teste

exibem cristais brancos em cima da col6nia, indicando a formacdo de oleato de calcio.

4.3.2.4 - Teste “CFC suplemento seletivo”

O teste “CFC suplemento” (MEAD & ADAMS, 1977) ¢ recomendado para
Pseudomonas spp. O uso da cetrimida combinada com a fucidina e cefaloridina (CFC)

propiciam um meio especifico para isolamento de Pseudomonas spp.

4.4 - Caracterizacio dos isolados

Os isolados foram identificados através de métodos morfologicos, microbioldgicos e
bioquimicos, seguindo as diregdes da ultima edi¢do do Manual de Bergey’s (BERGEY’S
MANUAL, 1994).

4.4.1 - Teste de Gram

Em uma ldmina de vidro fez-se um esfregaco de células do microrganismo a ser
estudado. O esfregago seco foi fixado com uma solugdo de cristal de violeta, que permaneceu
sobre a lamina por um minuto. Depois de esgotada, a ldmina foi coberta por solugdo de lugol
por mais um minuto e foi lavada com alcool 95%, gota a gota, até que ndo houvesse mais
liberagdo de corante. Lavou-se a lamina com agua corrente sendo a mesma posteriormente
coberta com solugdo de safranina por 30 segundos ¢ novamente lavada em agua corrente e

seca. A andlise foi realizada em microscopio optico.

4.4.2 - Sistema API 20NE
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O API 20NE (Biomérieux — Marcy-I’Etoile/France) ¢ um sistema padronizado de
identificacdo de bacilos Gram-negativos ndo enterobactérias (ex. Pseudomonas,
Acinetobacter, Flavobacterium, Moraxella, Vibrio, Aeromonas, etc) que combina 8 testes

enzimaticos convencionais e 12 testes de assimilacdo de carboidratos.

Cada isolado foi inoculado em 0,85% NaCl ¢ a turbidez foi ajustada para o padrao 0,5
de MacFarland. Os in6culos foram distribuidos nos pogos de teste e foram incubados a 30°C
por 24 e 48 horas. As reagdes foram lidas como positivas ou negativas; passadas para perfis
numéricos ¢ interpretados por um software (APILAB Plus update 3.3.3). Como
microrganismo padrdo utilizou-se P. aeruginosa 6¢ e 7a isoladas em locais contaminadas por

hidrocarbonetos (COSTA et al., 2008).

4.4.3 - Outros métodos para a identificacido dos microrganismos

Para bactérias Gram-positivas formadoras de esporos, realizou-se o teste de oxidase.
Bactérias do género Bacillus spp. sdo oxidase positiva, ja os outros géneros Gram-positivos

formadores de esporos sdo oxidase negativos (BERGEY’S MANUAL, 1994).

A identificacdo dos microrganismos foi confirmada por analise filogenética baseado na

sequéncia do RNA ribossomal 16S.

4.5 - Condicoes de cultivo

Os microrganismos foram estocados em caldo nutriente contendo 50% de glicerol a ~
79°C. Inoculou-se um tubo contendo TSA (trypticase soy agar) incubando-se a 30°C por 24
horas e a massa celular foi retirada com auxilio de alca adicionando-se 3 mL de uma solucédo
salina estéril. A densidade optica (610nm) da suspensdo de cada isolado foi determinada e
delimitada para faixa de 0,65 a 0,7 (10® ufc/mL) e 1 mL da suspensio padronizada foi
transferida para frasco Erlenmeyer de 250 mL, contendo 50 mL do meio mineral e 2% de dleo

de soja como fonte de carbono, incubando-se em mesa agitadora tipo “shaker” a 200 rpm, 30
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°C por 24 horas. Apos este periodo, 1 mL do meio foi utilizado como in6culo para os ensaios

de producdo de ramnolipidio.

4.6 - Meio de cultivo para teste de producio de biossurfactantes e PHAs

Quatro diferentes meios foram preparados para o cultivo utilizando os diferentes
residuos (manipueira, 6leo vegetal usado e glicerol). O d6leo de fritura foi coletado em
restaurantes e industrias alimenticias em Rio Claro, SP. O glicerol foi obtido em planta de

producdo de biodiesel localizada na cidade de Piracicaba, SP.

4.6.1 - Meio de cultivo salino adicionado com as fontes de carbono

O meio de cultivo utilizado foi o meio salino descrito por Robert et al. (1989) e
composto por (g/L): NaNOs, 4,0; K,HPO,, 1,0; KH,PO4, 0,5; MgS0O4.7H,0, 0,5; KCL, 0,1;
FeS04.7H,0, 0,01; CaCl,, 0,01; extrato de levedura, 0,01 e 0,05 mL/L. e de uma solugdo de
elementos tragos contendo: boro (0,026%), cobre (0,05%), manganés (0,05), molibdénio
(0,006%) e zinco (0,07%). O pH inicial do meio foi ajustado com HC1 1 M e NaOH 1M para

6,8-6,9. As fontes de carbono foram 6leo de fritura e glicerol, adicionado na concentragdo 2%.

4.6.2 - Manipueira (M)

A manipueira foi coletada na Industria Plaza S/A, localizada na cidade de Santa Maria da
Serra, SP e estocada a —18°C, sendo utilizada em todos os experimentos. Os so6lidos foram
removidos apo6s aquecimento, ¢ posterior esfriamento por centrifugagdo a 5000g por 10
minutos (Nitschke & Pastore, 2006). O sobrenadante livre de sélidos foi autoclavado a 121 °C
por 15 minutos e usado como meio de crescimento, o sobrenadante foi distribuido em frascos.

O pH foi ajustado para 6,8-6,9.
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4.6.3 - Manipueira suplementada com 6leo de fritura (MOF)

O meio MOF foi preparado com a manipueira sem a presenca de residuos solidos
(como descrito no item 6.6.2) e suplementado com 2% de 6leo usado. O pH da manipueira foi

ajustado para 6,8-6,9.

Todo o material utilizado nos ensaios fermentativos foi esterilizado em autoclave a

121°C e 1 atm por 20 minutos.

4.7 - Condigdes experimentais de producao

O cultivo foi realizado em frascos Erlenmeyers de 125 mL contendo 25 mL de meio.
Estes foram inoculados com 1 mL de in6culo (conforme descrito no item 4.5) e incubados por
120 horas, 200 rpm e 30 °C, sendo que foram retiradas amostras a cada 24 horas. As analises

foram realizadas em duplicata.

4.8 - Analise dos residuos

As caracteristicas fisico-quimicas da manipueira foram realizadas no Centro de Raizes
e Amidos Tropicais (CERAT) localizada na Fazenda Experimental Lageado, UNESP —

Botucatu.

A composicdo de acidos graxos na amostra de 6leo foi realizado no Laboratorio de
Oleos e Gorduras, localizado na Faculdade de Engenharia de Alimentos (FEA), UNICAMP,
utilizando cromatografo gasoso capilar (CGC Agilent 6850 series GC System).

4.9 - Determinacao da biomassa (peso seco de células)
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Em intervalos de tempo definidos, frascos foram retirados (25 mL) para analise da
biomassa, tensdo superficial e concentracdo de ramnolipidios. Duas por¢des de 10 mL foram
centrifugadas, e as células foram coletadas e lavadas com agua destilada. Uma amostra foi
ressuspendida em agua destilada, secando-se a 80°C por 24 horas e o peso seco foi
determinado gravimetricamente. As células contidas na outra amostra foram congeladas e
liofilizadas “overnight” para posterior analise de polihidroxialcalanoatos (PHAs). O
sobrenadante foi usado para a quantificacdo e andlise de ramnolipidios, esterase, lipase e

medidas da tensdo superficial. As analises foram realizadas em duplicata

4.10 - Determinacio de polihidroxialcalanoatos (PHAS)

Os PHAs foram determinados pela metodologia da metandlise acida (Brandl et al.,
1989). Aproximadamente 5 mg de células liofilizadas foram adicionadas a 1 mL de
cloroformio, 0,85 mL de metanol e 0,15 mL de H,SO4 e aquecidos a 100 °C por 160 minutos.
Apo6s este processo, 0,5 mL de agua destilada foram adicionados e o tubo foi agitado
vigorosamente por 1 minuto. A fase orgénica foi coletada e a8 mesma foi adicionado sulfato de
sodio para a remocao completa da agua. Uma aliquota de 100 pL. da amostra foi tratada com
25 pL de BSTFA (N,O-bis(trimethilsilil) trifluoroacetamida) (Supelco- USA) por 3 horas a 70
°C. As analises foram realizadas por cromatografia gasosa/espectrometria de massa (GC-MS)
usando um Thermo Scientific Trace GC Ultra interfaciado a um Polaris Q MS e equipado
com uma coluna Thermo TR-5MS (30m x 0.25mm x 0.25um) no modo de ionizagdo quimica
(Thermo Fisher ScientiWc, Waltham, MA). O modo de ionizacdo quimica utilizou metano
como gas ionizante. Apods injecdo a 60 °C, a temperatura do forno foi aumentada 4 °C por
minuto até atingir 240 °C, e esta temperatura foi mantida por 12 minutos. As temperaturas do
injetor ¢ do detector foram 230 e 240 °C, respectivamente. Hélio foi usado como gas

carreador a um fluxo de 0,6 mL por minuto.

4.11 - Determinaciao de ramnolipidios
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O caldo celular (apds cada 24 horas de fermentacdo) foi centrifugado a 15000g por 10
minutos para remocdo das células. No sobrenadante foi adicionado o 4cido 16-
hidroxihexadecanoico, em uma concentracao final de 10 ppm, como padrao. Todas as analises
foram realizadas pela metodologia de HPLC/MS utilizando um espectrometro de massa
quadrupolo triplo Quatro II (Micromass, Manchester, UK)” e utilizando ioniza¢do por
eletrospray em modo negativo (ESI-MS). O aparelho foi interfaciado a um HP 1100 HPLC
(Agilent, Technologies) equipado com uma coluna de fase reversa Zorbax Cg 150 x 4 mm
(DEZIEL et al., 1999).

4.12 - Deteminacio de glicerol, acticar e éleo residual no meio de cultivo

O ¢6leo residual foi mensurado usando 5 mL do meio de cultivo misturado com 5 mL
de hexano e centrifugado a 7500g a 15 °C por 15 minutos. Apos centrifugacdo, 3 mL da fase
superior, contendo hexano e o6leo, foram transferidos (micropipeta) para um frasco tarado
(vidro). Estes foram levados para uma estufa a 100°C por 24 horas, para que o hexano fosse
evaporado. O contetido de 6leo foi determinado pela diferenga do peso inicial (Pi) e do peso
final (Pf) do frasco.

Os agucares presentes na manipueira (frutose, glicose e maltose) e o glicerol presente no meio
de cultivo salino foram quantificados por HPLC usando um SP Thermo Separation e coluna
REZEX ROA (Phenomenex) e detectados por indice de refragdo. Uma solugdo 0,005 M de
acido sulfarico foi usada como solvente a um fluxo de 0,4 mL/min a 60°C. As amostras foram
identificadas por comparacdo pelo tempo de retencdo com os padrdes de glicerol e dos

respectivos agucares.

4.13 - Determinacio da atividade lipolitica

As atividades das enzimas lipase e esterase no sobrenadante livre de células foram
determinadas pelo método de Kilcawley et al., (2002). Uma solucdo contendo 0,15 mL NaCl
e 0,5% Triton X-100 em tampao Tris-HCI1 0,1 M (pH 8,0) foi pré-incubada a 37 °C. Para 1,8
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mL desta solugdo, 200 pL de uma dilui¢do de aproximadamente 100 vezes do sobrenadante e
20 uL de uma solugdo 50 mM do substrato em acetonitrila (p-nitrofenol butirato para esterase
e p-nitrofenol palmitato para lipase) foram adicionados e incubados a 40 °C por 30 minutos.
O total de p-nitrofenol (pNP) liberado foi determinado a 400 nm e a atividade foi expressa em
unidades, onde uma unidade ¢ definida como o total de enzima capaz de liberar 1 nmol de

PpNP sobre condigdes padrdes.

Também foi preparado meio solido para a deteccdo de atividade da lipase (meio
lipase-tributirina), contendo (g/L): peptona de carne (2,5); caseina (2,5); extrato de levedura
(3,0); agar (12); tributirina (10 mL); Tween 80 (100 pL); 1%.de vermelho fenol (solugao

0,8%). O Tween 80 e o vermelho fenol foram adicionados assepticamente apos autoclavagem.

4.14 - Recuperacio dos ramnolipidios e utilizacio como fonte de carbono para o cultivo

celular

Apds o término da fermentacdo o meio foi centrifugado a 10000 g para a separagao
das células. O sobrenadante foi acidificado a pH 2,0 com H,SO4 6N. Igual volume de
CHCI3/CH;0H (2:1) foi adicionado ao sobrenadante em um funil de separagdo e agitado por
10 minutos. Houve a formacdo de duas fases e a fase orgénica foi retirada. Repetiu-se a
operacdo, e os volumes retirados foram reunidos e concentrados em evaporador rotativo a
vacuo (45°C). O produto obtido foi adicionado no meio de cultivo, em uma concentragdo final
de 2%, como Unica fonte de carbono com o objetivo de se verificar se o ramnolipidio pode ser

usado como fonte energética.

4.15 - Recuperacio dos ramnolipidios e estudo de suas propriedades e aplicacoes

O meio de cultivo foi centrifugado para remocdo das células e o sobrenadante foi
acidificado a pH 2,0 com H,SO4 concentrado deixando-se em geladeira por aproximadamente
12 horas. O precipitado obtido foi separado por centrifugacdo e dissolvido em agua destilada.

A solu¢do de ramnolipidios foi alcalinizada para pH 6,1 e separada por cromatografia de
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adsor¢do (ABALOS et al, 2001). A coluna vidro foi preparada com resina Amberlite XAD®
(Supelco). Inicialmente a coluna foi lavada com agua destilada e posteriormente equilibrada
com tampao fosfato de sodio 0,1M pH 6,1. A solug@o contendo os tensoativos foi adicionada
com fluxo de aproximadamente 1,0 mL/minuto. A saida da coluna foi controlada pela medida
de tensdo superficial. Quando o valor de tensdo era menor que 35mN/m (indicando que a
coluna estava saturada) procedeu-se a lavagem da mesma com agua destilada até que a tensdo
superficial de saida fosse semelhante a da 4gua (72mN/m). Os ramnolipidios retidos na coluna
foram recuperados pela adicdo de metanol a um fluxo de aproximadamente 1,0 mL/minuto.
As amostras foram coletadas em béquer e as aliquotas contendo o extrato metandlico
(amareladas e sem residuos de agua) foram reunidas e concentradas em evaporador rotativo a
vacuo (45°C). O produto resultante contendo os ramnolipidios apresentou-se como um

liquido viscoso e amarelo-esverdeado, que foi guardado em geladeira.

4.16 - Solucdes de ramnolipidios

O produto obtido durante a recuperagdo dos ramnolipidios foi dissolvido em agua
destilada na concentracdo micelar critica (CMC) e acima desta. Foi também utilizado o
ramnolipidio comercial JBR599 produzido pela Jeneil Biosurfactant Company, Saukville,
EUA. As solugdes foram utilizadas para a caracterizagdo fisico-quimica, propriedades

bioldgicas e aplicagdes descritas a seguir.

4.17 — Propriedades

4.17.1 - Tensao superficial e CMC

O monitoramento da tensdo superficial foi determinada segundo o método do anel de
De Nouy (ZAJIC & SEFFENS, 1984) utilizando-se um tensiometro Kriiss K6. A

concentragdo micelar critica (CMC) foi determinada medindo-se a tensdo superficial de uma
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série de dilui¢des da solucdo do surfactante extraido. A concentracdo total de surfactante foi

determinada por HPLC-MS como descrito no item 4.10.

4.17.2 - Tensao interfacial

Solugdes aquosas na CMC dos ramnolipidios foram medidas contra hexadecano.

4.17.3 - Atividade emulsificante

Em um tubo de ensaio com tampa rosca adicionou-se 2 ml de solugdo aquosa contendo
os tensoativos (na concentracdo da CMC, e CMC mais 1 e 5% em massa de ramnolipidio) e 2
mL do composto hidrofobico a ser estudado: benzeno, querosene e 6leo de soja. O tubo foi
fechado e agitado vigorosamente em agitador vortex por 2 minutos, deixando-se a solugdo em
repouso por 24 h. A atividade emulsificante (E24) foi calculada como: (altura da camada
emulsionada /altura total de liquido) x 100 (IQBAL et al, 1995). Também foi avaliada a

estabilidade das emulsdes formadas apods 30 dias.

4.18 — Aplicacoes

4.18.1 - Potencial para a remediacio de ambientes contaminados

A 10 g de areia adicionou-se 1 g de petroleo de baixa viscosidade, misturando-se bem.
O conjunto areia-6leo ficou 7 dias em temperatura ambiente para que houvesse uma maior
adesdo do 6leo na areia. Por¢des de 5 g da areia contaminada foram transferidas para frascos
Erlenmeyer de 125 mL, adicionadas de 20 mL da solu¢do de ramnolipidios (na concentragdo
da CMC, e CMC mais 0,1, 1 e 5% em massa de ramnolipidio), e levadas para agitador

(shaker) por 20 minutos a 200 rpm e 30 °C. Apoés a retirada da solucdo aquosa (primeira
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lavagem), adicionou-se novamente 20 mL de solugdo surfactante repetindo-se a lavagem por
mais 20 minutos. O liquido da segunda lavagem foi removido e o 6leo resultante foi retirado
por lavagens seguidas de solvente (diclorometano). Como controle, também se realizou
lavagem com agua destilada. O solvente foi colocado em béquers, previamente pesados,
deixando-se secar em estufa 50 °C. Apo6s evaporagdo do solvente, os béquers foram
novamente pesados para medir a porcentagem de remogdo de dleo, que seguiu a seguinte

formula:

% = (Pi— Pf) / Pix 100

onde: Pi = peso inicial do béquer com remogao total do 6leo por solvente;
Pf = peso final do béquer com o 6leo resultante das lavagens com biotensoativos.

Para se calcular o peso inicial (Pi) o conjunto areia mais 6leo bruto nao foi lavado com
a solucdo de ramnolipidio, o oleo foi retirado por lavagens seguidas de solvente
(diclorometano) até sua retirada total. O solvente foi colocado em béquers, previamente
pesados, deixando-se secar em estufa 50 °C. Apos evaporagdo do solvente, os béquers foram
novamente pesados para medir a porcentagem total de 6leo na areia. Os ensaios foram

realizados em triplicata (URUM et al. 2004 — modificado).

4.18.2 - Simulacdo do efeito de exposicio ao ambiente das ameostras de areia

contaminada por éleo por um determinado periodo de tempo

Este estudo foi realizado com o intuito de se analisar o efeito da exposi¢do ao
ambiente das amostras de areia contaminada por um determinado periodo de tempo, por
exemplo, em casos de acidentes que envolvem derramamento de 6leo ou quando hé locais
contaminados por um longo periodo de tempo que necessitam de remediagdo (URUM et al.,
2004). Amostras da areia contaminada foram incubadas a 50 °C por 14 dias e a perda de
massa foi avaliada através da diferenca de peso. O método de lavagem foi realizado de acordo

com o item 4.17.1.
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4.18.3 - Aderéncia bacteriana a hidrocarbonetos

A hidrofobicidade celular foi mensurada de acordo com o teste de “aderéncia
microbiana a hidrocarbonetos” (MATH — sigla em inglés) (ROSENBERG et al., 1980). As
células a serem testadas foram lavadas para remover qualquer interferéncia de possiveis
solutos e ressuspendidas em uma solugdo tampao (pH 7,0) contendo 16,9 g de K,HPO4, 7,3 g
de KH,POy, 1,8 g de ureia e 0,2 g de MgS0O.4.7H,0 por litro. A densidade optica (D.O.) desta
solugdo foi ajustada para aproximadamente 1,0 (400 nm). Uma aliquota da suspensdo celular
(4,0 mL) e uma aliquota de hexadecano (1,0 mL) foram misturados em tubo de ensaio com
tampa de rosca, que foi agitado vigorosamente em agitador vortex por 1 minuto. Apds
agitacdo, o tubo ficou em repouso por 30 minutos para que ocorresse a separagao entre a
suspensao celular e o hexadecano. A fase aquosa foi cuidadosamente removida com uma
pipeta Pasteur e sua D.O. foi medida a 400 nm. A hidrofobicidade foi mensurada como a
porcentagem de aderéncia ao hexadecano, o qual é calculado como: (DO da fase aquosa / DO

da suspensao celular) x 100.

O efeito do ramnolipido na aderéncia celular ao hexadecano também foi determinado.
Para este experimento, as células foram lavadas e ressuspendidas como descrito anteriormente
¢ varias concentragdes de ramnolipidio (0,01 a 0,1 g/L) foram adicionadas nas suspensdes

celulares, procedendo ao teste MATH.

4.19 - Toxicidade frente ao fenol

4.19.1 - Incubagio com compostos toxicos

P. aeruginosa L2-1 foi inoculada em um tubo contendo agar-nutriente e incubada a
30°C por 24 horas. A massa celular foi retirada com auxilio de al¢a adicionando-se 3 mL de
uma solucdo salina estéril. A densidade Optica (610nm) da suspensdo de cada isolado foi
determinada e delimitada para faixa de 0,65 a 0,7 (10 ufc/mL) ¢ 1 mL da suspensdo

padronizada foi transferida para frasco Erlenmeyer de 250 mL, contendo 100 mL de meio
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mineral (ROBERT et al., 1989) e 2% de glicerol como fonte de carbono, incubando-se em
mesa agitadora tipo “shaker” a 200 rpm, 30°C por 7 horas. Apds 4 horas de incubagdo,
diferentes concentra¢gdes de fenol foram adicionadas. A concentracdo do fenol nos frascos a
serem incubados foi ajustada a partir de uma solugdo estoque de fenol (1 M). O crescimento
celular foi monitorado por 7 horas retirando-se aliquotas a cada hora. A contagem do numero
total de células foi realizada a partir do namero de células viaveis em placas de Petri com
agar-nutriente, a partir de uma diluicdo seriada. As placas foram mantidas a 30 °C por 24

horas antes de se iniciar a contagem. Os ensaios foram realizados em duplicata.

4.19.2 - Toxicidade ao fenol

A toxicidade ao fenol foi quantificada pela concentracdo efetiva 50% (E50%), definida como
concentragdo que causa 50% de inibi¢ao do crescimento bacteriano (HEIPIEPER et al., 1995).
A inibi¢do do crescimento causado pelo fenol foi avaliada pela comparacdo nas diferencas das
taxas de crescimento (p) entre a cultura com fenol (ul) e a cultura controle (u2). A inibigdo
no crescimento nas diferentes concentragdes de fenol foi determinada como sendo a
porcentagem da taxa de crescimento entre as culturas intoxicadas com fenol e o controle, pela

seguinte equacao:

Inibi¢do no crescimento (%) = (u1/p2) x 100

4.19.3 - Adicao de ramnolipidio

Ramnolipidio foi adicionado no meio de cultivo em uma concentragdo final de 300
mg/L, nas culturas controle e com fenol, com o intuito de se verificar a influéncia deste na

E50%.

4.20 - Atividade antimicrobiana
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Foram realizados testes para determinagdo da concentragdo inibitoria minima (MIC)
dos compostos frente a bactérias utilizando-se a técnica de microdiluicdo em placa (Woods &
Washington, 1995). Os microrganismos testados foram: Escherichia coli, Staphylococcus
aureus ATCC25923, Salmonella enterica ATCC13076, Bacillus cereus, Micrococcus luteus
ATCC4698, Rhodococcus equi ATCC6938, Enterobacter sakazakii ATCC 29004.

Para os testes utilizou-se o meio Muller-Hinton. A partir de culturas estoque foram
inoculadas placas/tubos com os respectivos meios de cultura incubando-se por 24 h a 37°C.
Colonias isoladas foram selecionadas e diluidas em 5 mL de solugdo NaCl 0,86%. A turbidez
desta solugdo foi comparada com padrdo 0,5 da escala McFarland (correspondente 108

ufc/mL).

As amostras de ramnolipidios a serem estudadas foram preparadas na concentragdo de
1024 pg/mL em meio de cultivo e distribuidas através de diluicdes sucessivas em
microplacas de 96 cavidades. Cada cavidade da placa foi primeiramente adicionada de 100puL
de caldo de cultivo sendo que 100 uL. de amostra contendo biossurfactante foram adicionados
as 8 cavidades da primeira coluna (1) ficando a concentragdo igual a 512ug/mL. Apos
homogeneizagdo com pipeta, 100pL da amostra da coluna 1 foram transferidas para coluna 2
(256 pg/mL) e assim sucessivamente até a coluna 10. As colunas 11 e 12 da placa foram
usadas como controle positivo e negativo do crescimento microbiano. As culturas
padronizadas foram adicionadas (5pL) em cada cavidade correspondente e as microplacas
foram fechadas e incubadas nas temperaturas citadas acima. Apods o periodo de incubag@o o
valor da densidade optica foi estimado por avaliacdo em leitora de microplacas (Thermoplate)

em 592 nm.

4.21 — Analises estatisticas

Os tratamentos foram comparados pela média e desvio padrido usando o software
Origin 8.0 (Origin Lab Corp., Northampton, MA). Todos os dados sdo médias de pelo menos

duas réplicas independentes.
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5-RESULTADOS E DISCUSSAO

CAPITULO 1 — Analise dos residuos, isolamento e selecio dos microrganismos

produtores de ramnolipidios.

5.1 - Analise dos residuos

5.1.1 - Analise da composic¢ao fisico-quimica da manipueira

A manipueira ¢ o residuo liquido constituido pela dgua de extragdo de fécula de
mandioca e ¢ composto pela mistura da agua captada pela indistria com o liquido da
constituicdo da raiz. Esta se caracteriza por conter a maioria das substancias solaveis, e
algumas insoluveis em suspensdo. O volume gerado em média por tonelada de raiz gira em
torno de 3,68 m’ (CEREDA, 1994). Na Tabela 2 é apresentada a composi¢do da manipueira
coletada e utilizada neste trabalho. Nota-se pela tabela abaixo que a manipueira contém fontes
de carbono, nitrogénio e diversos sais minerais que tornam este residuo passivel de ser

aproveitado para o cultivo de microrganismos.
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Tabela 2

Caracteristicas fisico-quimicas da manipueira utilizada neste trabalho.

Componentes Concentragao
Proteina (%) 0,96
Glicose (g/L) 24,55
Frutose (g/L) 30,05
Maltose (g/L) 1,81
Nitrato (g/L) 0,71
Nitrito (mg/L) 0,05
Fosforo (g/L) 0,90
Potassio (g/L) 3,96
Magnésio (g/L) 0,55
Sodio (mg/L) 23,00
Ferro (mg/L) 6,00
Zinco (mg/L) 11,00

Manganés (mg/L) 4,00

Cobre (mg/L) 14,00

A manipueira possui glicosidios que podem hidrolisar liberando cianeto, como a
linamarina e a lotaustralina que podem se constituir como fontes toxicas para o crescimento
de microrganismos. Nos microrganismos o cianeto interfere na fosforilagdo oxidativa
combinando-se com o citocromo oxidase ¢ inibindo o transporte eletrénico, e
consequentemente, a formagdo de ATP. Porém, com o aquecimento da manipueira até a
fervura para a remog¢do de solidos e a esterilizagdo do material em autoclave, ocorre a

desestabilizacdo destes glicosidios e o possivel efeito toxico é eliminado (CEREDA, 1994).
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A Figura 4 mostra a prensagem da mandioca e a coleta da manipueira.

Figura 4 — Prensagem da mandioca e coleta da d4gua de manipueira (A = prensagem; B =

coleta).

5.1.2 - Analise de acidos graxos do éleo de fritura

As mudancas fisicas que ocorrem no 6leo ou gordura durante o processo de fritura
incluem: escurecimento, aumento da viscosidade, diminui¢ao do ponto de fumacga e formagao
de espuma. As alteragdes quimicas podem ser resumidas em trés diferentes reagdes: os 6leos
podem hidrolisar para formar acidos graxos livres (monoacilglicerol e diacilglicerol) ou
podem oxidar para formar perdxidos, hidroperoxidos, drenos conjugados, epoxidos,
hidroxidos e cetonas e/ou podem se decompor em pequenos fragmentos ou permanecer na
molécula do triacilglicerol e se associarem, conduzindo a triacilglicer6is diméricos e

poliméricos (SANIBAL & FILHO, 1999).

Na Tabela 3 ¢é apresentada a composicdo do 6leo de soja, utilizado no trabalho, apds
processo de fritura. Nota-se que o acido linoléico (C18:2) se apresenta como acido graxo
majoritario com 42,99%, seguido do acido ol¢ico (C18:1) com 30,15%, acido palmitico (C16)
com 14,83%, acido estearico (C18) com 4,51% e acido linolénico (C18:3) com 3,72%. Outros
acidos graxos foram detectados em porcentagem menor que 1%. O total de acidos graxos

saturados ¢ de 20,15% e de insaturados ¢ de 79,85%.
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Composigao de acidos graxos (%) p/p do 6leo de fritura utilizado no trabalho

Acido graxo

(%) p/p

C10:0

C12:0

C14:0

C16:0

Cleé:1

C18:0

C18:1 Trans

C18:1

C18:2 Trans

Cl18:2

C18:3 Trans

C18:3

C20:0

C20:1

C22:0

Céaprico
Laurico
Miristico
Palmitico
Palmitoléico
Estearico
Elaidico
Oléico
Linoelaidico
Linoléico
Tanslinolénico
Linolénico
Araquidico
Gadoléico

Behénico

0,03
0,03
0,47
14,83
0,67
4,51
0,97
30,15
0,35
42,99
0,71
3,72
0,15
0,27

0,13

5.1.3 - Isolamento e selecio de microrganismos produtores de biossurfactantes

A escolha dos locais para a coleta de material para o isolamento de novos

microrganismos produtores de biossurfactantes baseou-se em amostras contaminadas por
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hidrocarbonetos, pois estes locais sdo indicativos para o isolamento de microrganismos
produtores de biotensoativos. Os locais de coleta foram: 1) refinaria do Planalto Paulista
(REPLAN), localizada na cidade de Paulinia, SP, onde foi coletada terra de “landfarming”; e
2) praia Guaeca e regido do rio Guaecd em Sao Sebastido, SP. Este local foi atingido por um
vazamento de petroleo que ocorreu em fevereiro de 2004, na faixa de dutos que liga o Tebar
(Terminal Maritimo Almirante Barroso) de Sdo Sebastidao a refinaria Presidente Bernardes,
em Cubatdo (SP), atingindo cerca de 8 km do rio Guaeca, situado no Parque Estadual da Serra

do Mar.

A técnica de isolamento utilizada neste trabalho propiciou um total de 21 culturas
bacterianas, que passaram pelos testes bioquimicos de identificag@o, e ensaios de producdo de
ramnolipidios. A Tabela 4 mostra a distribui¢do e identificacdo das bactérias isoladas a partir
das amostras contaminadas. Nao foi possivel a caracterizagdo dos microrganismos L2-2 e A2-
2 (bastonetes Gram -) pelo sistema API 20NE, pois os resultados indicaram “fraca
discriminacdo e perfil inaceitavel”. Ja as bactérias L1-1, L1-4, L2-3, Al-1, A1-2, A2-1, A2-2,
A2-3 e B1-4 ndo fazem parte da base de dados do API 20NE (bacilos Gram + e cocos Gram +
e -). Para os bacilos Gram + formadores de esporos, realizou-se o teste de oxidase. Bactérias
do género Bacillus spp. sdo oxidase positiva, ja os outros géneros Gram + formadores de
esporos sdo oxidase negativos. O teste de oxidase foi positivo para os microrganismos
estudados, confirmando o género Bacillus sp. Ja a diferenciagdo para espécie deste género ¢
dificil devido ao grande numero de espécies e a freqiiente descricdo incompleta de novas
espécies reportadas (Bergey’s Manual, 1994). Como padrio para o sistema API 20 NE
utilizaram-se os microrganismos LMI-6¢ ¢ LMI-7a, isoladas anteriormente (COSTA et al.,

2008) e identificadas como P. aeruginosa.
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Distribui¢do das bactérias isoladas a partir das amostras contaminadas e suas respectivas

caracterizacoes (gram, morfologia e identificacdo a partir de testes bioquimicos).

Microrganismos (LMI) Gram Morfologia Identificacao
L1-1 + Bastonete com esporos  Bacillus sp.

L1-2 - Bastonete longo Acinetobacter sp.
L1-3 - Bastonete Chryseobacterium sp.
L1-4 + Bastonete com esporos  Bacillus sp.

L2-1 - Bastonete curto Pseudomonas sp.
L2-2 - Bastonete NI*

L2-3 + Bastonete com esporos  Bacillus sp.

L3-1 - Bastonete Aeromonas sp.
L3-2 - Bastonete Shewanella sp.
L3-3 - Bastonete Chryseobacterium sp.
Al-1 + Cocos NI

Al-2 + Bastonete com esporos  Bacillus sp.

A2-1 + Bastonete com esporos  Bacillus sp.

A2-2 - Bastonete NI

A2-3 - Cocos NI

Bl1-1 - Bastonete Shewanella sp.
B1-3 - Bastonete Pseudomonas sp.
B1-4 + Bastonete com esporos  Bacillus sp.

SB-1 - Bastonete Burkholderia sp.
SB-2 - Bastonete Burkholderia sp.
SB-3 - Bastonete Burkholderia sp.

NI* - ndo identificado
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Bacillus foi o género mais frequentemente encontrado (6 espécies), seguido de
Burkholderia (3), Pseudomonas (2), Chryseobacterium (2), Shewanella (2), Acinetobacter (1)
e Aeromonas (1). A biota reflete as bactérias heterotroficas tipicas encontradas em solos e os
géneros associados & biodegradacdo de hidrocarbonetos. A maioria dos isolados encontrados
sdo bastonetes Gram — (61%), seguidos de bacilos Gram + formadores de esporos (33%) e
cocos Gram + e — (6% do total). Bodour et al (2003) isolaram uma série de microrganismos
produtores de biossurfactantes em diferentes amostras de solo e constataram que as bactérias
Gram — dominam os locais contaminados por hidrocarbonetos e as bactérias Gram +
dominam os locais contaminados por metais pesados, o que pode representar a habilidade dos
microrganismos em sobreviver nestes locais ou pode ser uma resposta ao tipo de
contaminante. A maioria dos isolados no presente trabalho sdo bactérias Gram —, e este

predominio esta de acordo com o descrito anteriormente.

A adicdo de hidrocarbonetos em um ecossistema, resultado de um derramamento de
6leo, pode seletivamente aumentar ou diminuir o tamanho da populacdo microbiana, sendo
dependente da composi¢do quimica do contaminante e as espécies de microrganismos
presentes no ecossistema. Este evento pode primariamente aumentar o numero de
microrganismos capazes de utilizar os hidrocarbonetos e secundariamente aumentar o nimero
de microrganismos capazes de utilizar os metabolitos produzidos. Bacillus, Pseudomonas,
Burkholderia, Acinetobacter € Aeromonas sdo bactérias normalmente relatadas em trabalhos
que descrevem a diversidade microbiana de locais que sofreram impacto por derramamento
de derivados de petréleo (MERCADE et al, 1996; MUELLER et al, 1997; HABA et al, 2000;
RAHMAN et al, 2003, BODOUR et al, 2003; BENTO et al, 2005; VASILEVA-TONKOVA
et al, 2006).

5.1.4 - Ensaio para a poducio de biossurfactantes

As bactérias isoladas foram estudadas para verificar a habilidade destas de crescer no
meio de cultivo salino utilizando 6leo usado e glicerol como fontes de carbono. Apenas 6 dos
21 microrganismos isolados apresentaram turbidez no meio de cultivo, representando
crescimento celular positivo. Destes, cinco (5) diminuiram a tensdo superficial do meio para

menos de 40 mN/m, indicando diretamente a atividade superficial dos biossurfactantes. Os
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valores mais baixos de tensdo superficial foram alcangados por: Pseudomonas sp. L2-1 31,8
mN/m, Pseudomonas sp. B1-3 31,5 mN/m, Burkholderia sp. SB-1 31,9 mN/m, Burkholderia
sp. SB-2 31,6 mN/m e Burkholderia sp. SB-3 38,0 mN/m, tendo 6leo usado como substrato
(Tabela 5).
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Tabela 5

Ensaio da producdo de biossurfactantes nos diferentes isolados através da medida de tensdo

superficial e crescimento celular.

Substrato Glicerol Oleo usado
T.S. Crescimento  T.S. Crescimento

Microrganismos (mN/m)* pH celular” (mN/m)* pH celular”
L1-1 66,2 6,80 - 53,5 6,90 -
L1-2 54,0 7,34 + 52,5 6,96 -
L1-3 58,8 6,13 - 52,5 6,92 -
L1-4 63,0 6,33 - 52,3 6,93 -
L2-1 35.4 895 + 31.8 6,47 +
L2-2 64,1 6,80 - 52,0 6,91 -
L2-3 67,8 6,80 - 54,0 6,65 -
L3-1 61,1 6,42 - 54,1 6,94 -
L3-2 67,4 530 - 53,3 6,90 -
L3-3 63,0 6,31 - 55,5 6,94 -
Al-1 67,6 7,00 - 53,5 6,80 -
Al-2 67,9 6,62 - 46,2 6,93 -
A2-1 64,0 6,75 - 53,5 6,90 -
A2-2 68,5 6,47 - 51,0 6,94 -
A2-3 69,7 7,01 - 45,0 8,04 -
B1-1 69,0 6,88 - 53,0 6,93 -
B1-3 35.0 895 + 31,5 6,54 +
B1-4 70,0 6,82 - 46,4 6,83 -
SB-1 55,2 9,19 + 31,9 8,15 +
SB-2 60,4 8,75 + 31,6 7,25 +
SB-3 55,0 6,99 + 38.0 576 +

*Tensao superficial; # (+) positivo, (-) negativo.
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Os microrganismos Pseudomonas L2-1 e B1-3 e Burkholderia SB-1, SB-2 e SB-3
foram submetidos aos testes de detec¢do de detecgdo de colonias produtoras de lipase
(“Calcio-trioleina”), detec¢do da producdo de pigmentos (“King B. Medium”) e glicolipidios

extracelulares (“Blue-Agar”).

Em todas as colonias houve a formac¢do dos cristais de calcio-trioleina, indicando a
produgdo de lipase e conseqiiente consumo de 6leo usado como substrato.No teste de “King
B. Medium”, apenas nos isolados Pseudomonas L.2-1 ¢ B1-3 houve a formacdo de pigmentos,
tornando o meio de cultura mais esverdeado. Para este dois microrganismos também houve a
formag¢do de um halo mais intenso que o meio, indicando a producdo de glicolipidios

extracelulares no meio “Blue Agar”. Estes resultados podem ser visualizados na Figura 5.

Figura 5 - Diferentes meios de cultivo para isolamento de bactérias produtoras de
biossurfactantes. Placa “A” — teste “calcio-trioleina”; placa “B” — teste “King B. medium” e

placa “C” — teste “Blue-agar”. (1 - L2-1 e 2 - B1-3).
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Bacillus sp. produzem biossurfactantes da classe dos lipopeptidios, como por exemplo
a surfactina produzida por B. subtillis (SANDRIN et al., 1990). Acinetobacter sp. estdo
relacionadas com a produgdo de biossurfactantes de baixa massa molar, como por exemplo o
emulsan e o biodispersan produzidos por A. calcoaceticus (ROSENBERG, 1993). Ja
Burkholderia sp. produzem biossurfactantes da classe dos ramnolipidios (HAUBLER et al,
2003). As espécies de Bacillus, Acinetobacter e Burkholderia isoladas neste trabalho ndo
foram capazes de reduzir a tensdo superficial do meio de cultura, ndo produzindo
biossurfactantes. Isto pode ser explicado por 2 motivos: as espécies isoladas ndo sdo
produtoras de biossurfactantes e/ou as espécies isoladas ndo foram capazes de crescer no meio

salino ou ndo foram habeis de utilizar as fontes de carbono e nitrogénio propostas no projeto.

Sendo assim, os isolados Pseudomonas L2-1 e B1-3 foram selecionados para a
cinética de producdo por sua capacidade de crescer e produzir ramnolipidios nos meios de
cultivo propostos. Os microrganismos também tiveram sua identificagdo confirmada por
analise filogenética baseado na sequéncia do RNA ribossomal 16S, pertencendo a espécie P.

aeruginosa.
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CAPITULO 2 - Cinética de crescimento e produciio de ramnolipidios e PHAs.

Caracterizacio dos monomeros de PHA e homoélogos de ramnolipidios.

5.2.1 - Crescimento dos microrganismos selecionados em manipueira, glicerol e 6leo de

fritura

Com o objetivo de se encontrar uma fonte de carbono alternativa e adequada para a
producdo de ramnolipidios, diferentes fontes de carbono, incluindo uma convencional
(glicerol) e dois substratos ndo-convencionais (manipueira e 6leo de fritura) foram avaliadas.
A producdo de PHAs também foi determinada, pois de acordo com a via biossintética de
producdo de ramnolipidios (Figura 4) ha varios passos em comum com a de produgdo dos
PHAs. Todas as bactérias usadas (P. aeruginosa L2-1, B1-3, 7a e 6¢) neste trabalho foram
capazes de crescer ¢ produzir ramnolipidios ¢ PHAs quando cultivadas nos varios substratos
utilizados, com a excec¢do de P. aeruginosa B1-3 em manipueira. Entretanto, quando este
microrganismo foi cultivado em 6leo de fritura e glicerol gerou 6,3 ¢ 3,4 g/ de biomassa,
respectivamente. Também foi observado um crescimento minimo para este isolado em
manipueira adicionada com oleo de fritura (MOF), uma indicagdo que este meio foi

inadequado para o cresimento do microrganismo (Tabela 6).

Para todas as bactérias estudadas, o maior crescimento foi obtido em 6leo de fritura
(linhagem 7a alcancando 6,8 g/L de biomassa), enquanto que em manipueira obteve-se as
menores quantidades de biomassa (2,5 g/L para a bactéria 7a) (Tabela 6). Embora exista
aproximadamente duas vezes mais fonte de carbono disponivel no substrato combinado MOF
quando comparados com os mesmos substratos individualmente (manipueira e o6leo de

fritura), a biomassa final obtida ndo foi superior.
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Efeito das fontes de carbono alternativas sobre o crescimento celular, producido de

ramnolipidios e PHAs pelos isolados de P. aeruginosa apo6s 120 h de incubagio.

Parametros Substrato

Bactérias Mm? MOF® OF¢ Glicerol

L2-1 CDW! (g/L) 3,3+0,1 42 +0,1 6,2+ 0,6 3,1+0,1
Rha® (mg/L) 300,3+18,1  609,1 £75,1 2456 £ 15,1  248,7+4,3
% PHA' 17,6 + 1,3 39+ 1,4 43 +£2,1 4,6+ 0,4

B1-3 CDW (g/L) 0,8+0,1 0,9+02 6.3+0,3 34402
Rha (mg/L) 41+23 42+1,2 256,2+19,1  188,1+12,1
% PHA 1,2+0,1 0,4+0,1 44,2 +1,7 7,8+0,1

7Ta CDW (g/L) 2,5+0,2 3,1+0,1 6,8+0,2 3.8+0,1
Rha (mg/L) 169,9 +20,1 129,2+12,4  273,1£23,1 264,2+18,2
% PHA 46+02 3,4+0,1 50,4+1,3 16,8 0,3

6¢ CDW (g/L) 2,8+0,3 3,2+0,2 6,5+0,1 3,7+0,1
Rha (mg/L) 176,1 £15,6 179,4+23,9  2454+18,2 1753+232
% PHA 3,8+0,3 12,2+0,1 48,4 +2.1 22,2+04

p . b B p ) 7 . 7 .
*M: manipueira; "MOF: manipueira adicionado com oleo de fritura; “OF: 6leo de fritura;

‘CDW: peso seco de células; “Rha: ramnolipidios; 'Contetido de PHA (% CDW).
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5.2.2 - Producio de ramnolipidios e PHAs

A Tabela 6 mostra o efeito das fontes alternativas de carbono sobre o crescimento
celular, producdo de ramnolipidios ¢ PHAs pelos isolados de P. aeruginosa apos 120 h de
incubagdo. Em relagdo a producdo de PHAs, para todas as bactérias testadas o 6leo de fritura
foi o melhor substrato alcangando uma producdo de PHA de 43 a 50,4% do peso seco de
células (CDW). Em substratos hidrofilicos como glicerol e manipueira, o conteido de PHAs
variou entre 1,2 a 22,2%. J4 para o meio MOF, que contém fontes hidrofilicas e hidrofobicas
de carbono, houve uma grande variacdo no conteudo de PHAs, desde 39% (linhagem L2-1) a
3,1% (linhagem 7a) do peso seco de células (CDW). Devido ao crescimento minimo
observado para a linhagem B1-3, a producdo de PHAs e ramnolipidios para este
microrganismo também foi minima. Estes resultados estdo de acordo com a literatura, onde
em substratos hidrofobicos, como residuos da produgdo de 6leos (borra oleosa e dleo de
fritura) foram obtidos maiores quantidades de PHA quando comparados com substratos
hidrofilicos, acumulando em alguns casos mais de 54,6 % (FERNANDEZ et al., 2005; HABA
et al., 2007, MARSUDI et al., 2008).

A produgdo de ramnolipidios mostrou uma consideravel variacdo dependendo da fonte
de carbono e¢ da bactéria utilizada. Em glicerol, as concentragdes variaram entre 175,3
(linhagem 6¢) a 264,2 mg/L (linhagem 7a) enquanto que em o6leo de fritura as concentragdes
variaram entre 245,3 (linhagem 6¢) a 271,1 mg/L (linhagem 7a). Para o substrato manipueira,
a faixa de variagdo foi de 169,9 (linhagem 7a) a 300,3 mg/L (linhagem L2-1), porém as
maiores variagdes foram observadas para o meio MOF, cuja concentragdo de ramnolipidios

variou entre 129,2 (linhagem 7a) a 609,1 mg/L (linhagem L2-1).

Assim como para PHAs, a producdo de ramnolipidios foi geralmente maior em
substratos hidrofobicos do que em hidrofilicos, corroborando com trabalhos anteriores
(NITSCHKE et al., 2005b). Entretanto, substratos hidrofilicos podem se tornar mais
vantajosos devido a auséncia de certos problemas analiticos como, a presenca de 6leo residual
no caldo de cultura no final da fermentagdo, além da maior facilidade de determinagdo da

fonte de carbono.

As diferentes concentracdes de ramnolipidios e PHAs encontradas para os diferentes

isolados se deve a caracteristicas individuais de cada linhagem e também estd relacionado
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com a fonte de carbono. Para todos os isolados, o 6leo de fritura se mostrou um substrato em
potencial para a produgdo de PHA, ja a manipueira e o meio combinado MOF mostraram-se
variaveis de acordo com o microrganismo cultivado nestes substratos, sendo que o isolado

L2-1 obteve as maiores concentragdes de produto.

No ano de 2008, entrou em vigor a Lei Federal 11.097/05 (Programa Nacional de
Produc¢do e Uso do Biodiesel) que estabelece que todos os postos de combustiveis tenham o
B2, ou seja, 2% de biodiesel misturado ao diesel de petroleo. Desde que a lei foi aprovada, 41
unidades produtoras de biodiesel foram autorizadas pela Agéncia Nacional do Petroéleo (ANP)
e 40 estdo em finalizagdo de processo. A capacidade atual para produgdo de biodiesel no
Brasil é de 1,88 bilhoes de litros/ano ¢ a demanda de B2 para o ano de 2008 foi de 840
milhdes de litros. Sendo assim, foram geradas cerca de 80 mil toneladas de glicerol, um dos
subprodutos do biocombustivel, apenas no ano de 2008 nas usinas de biodiesel. Portanto
novas tecnologias terdo que ser geradas para solucionar o destino do glicerol, como por
exemplo, a conversdo do glicerol em biomassa celular ou em produtos metabdlicos de
diversos microrganismos, caso dos ramnolipidios e PHAs produzidos por bactérias do género

Pseudomonas.

Os resultados obtidos demonstraram que o glicerol e manipueira possuem
potencialidade como substratos alternativos para a produgdo de ramnolipidios, ¢ que os
substratos dleo de fritura e manipueira adicionado com 6leo de fritura podem ser usados para
a simultanea producdo de PHAs e ramnolipidios. Neste ultimo substrato, a bactéria L2-1
alcangou um razoavel crescimento (4,2 g/L.) e obteve-se uma boa producdo de PHAs (39%

CDW) e uma excelente producdo de ramanolipidios (609,1 mg/L) (Tabela 6).

5.2.3 - Cinética de crescimento e producio de ramnolipidios e PHAs

A cinética de producdo de ramnolipidios e PHAs foi realizada com a linhagem L2-1
com o intuito de correlacionar o crescimento com a sintese dos produtos. Como mostrado nas
Figuras 6, 7, 8 € 9 em todos os substratos a sintese de PHA ocorreu durante a fase exponencial
de crescimento, nas primeiras 48 horas, com exce¢do do substrato MOF, no qual o

crescimento celular se estendeu até 72 horas (Figura 9). Para ramnolipidios, a producgdo ¢



70

maxima em torno de 72 horas em todos os substratos, com exce¢do do MOF no qual a

produ¢do maxima ocorreu em 96 horas.
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Figura 6 — Crescimento (CDW), produ¢do de ramnolipidios ¢ PHA para o microrganismo

L2-1 no substrato 6leo de fritura.
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Figura 7 — Crescimento (CDW), producdo de ramnolipidios € PHA para o microrganismo

L2-1 no substrato glicerol.
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L2-1 no substrato manipueira.
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produ¢do de ramnolipidios € PHA para o microrganismo

Figura 9 — Crescimento (CDW), producdo de ramnolipidios ¢ PHA para o microrganismo

L2-1 no substrato MOF.

O perfil de crescimento do isolado L2-1 em MOF diferiu dos outros substratos. Em

glicerol, manipueira e 6leo de fritura, o crescimento maximo foi atingido durante as primeiras
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48 horas e a biomassa permaneceu constante até o final do cultivo como pode ser observado
nas Figuras 6, 7, e 8 enquanto que em MOF, a biomassa bacteriana alcancou o maximo em 72

horas (Figura 9).

Em manipueira, a bactéria L2-1 produziu PHAs durante a fase exponencial de
crescimento ¢ a produgdo cessou apos 48 horas (Figura 8). Em 6leo de fritura, a producdo de
PHAs iniciou-se na fase exponencial e se estendeu até a fase estaciondria de crescimento, por
volta de até 72 horas de crescimento. Em MOF, a produg¢dao de PHAs ocorreu somente durante
a fase exponencial de crescimento que se estendeu até 72 horas (Figura 9). Para o substrato
glicerol, a producdo de PHAs ocorreu apenas durante a fase exponencial de crescimento, até
48 horas de crescimento, sendo que apds este periodo houve um decréscimo no contetido de

PHAs (Figura 7).

Hori et al., (2001) trabalhando com P. aeruginosa 1FO3924 e usando glicose como
fonte de carbono, demonstraram que tanto a sintese de ramnolipidios quanto a de PHAs
iniciou-se ap6s a fase exponencial de crescimento da bactéria e que a produgdo maxima foi
alcancada apds o consumo total da fonte de carbono. O acimulo de PHA chegou a 10% da
CDW apds 36 h, seguida de sua rapida degradagdo. No meio glicerol, o acimulo de PHA
ocorreu nas primeiras 48 horas, apos esse periodo houve uma diminuig¢do na concentra¢dao do
produto, que foi devida a sua degradacdo, ja que os PHAs sdo considerados como produtos de
reserva (Figura 7). Resultados similares foram obtidos por Koller et al., (2008) usando P.
hydrogenovora em soro de queijo hidrolizado como fonte de carbono, onde a bactéria
acumulou PHAs apds a fase de crescimento. As diferengas no perfil de producdo de PHAs
neste trabalho e nos reportados na literatura podem ser devidas as condigdes de crescimento,

meio de cultura, e as diferentes espécies de Pseudomonas e linhagens utilizadas.

5.2.4 - Consumo das fontes de carbono

O consumo de carbono para a bactéria L2-1 ¢ mostrado na Tabela 7. Em manipueira,
glicose e frutose foram exauridos apds 48 horas de cultivo. Com a adigdo de 6leo de fritura na
manipueira, o agucar foi consumido mais lentamente quando comparado ao meio manipueira

sem a adicdo de oleo e ap6s 72 horas detectou-se residuos de agtlicares.
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Consumo da fonte de carbono por P. aeruginosa L2-1 crescendo em manipueira, glicerol,

6leo de fritura e MOF.
Substrato
Oleo

Manipueira MOF* Fritura Glicerol
Tempo Glicose Frutose Glicose Frutose OF" Glicerol
(h) (g/L) (g/L) (g/L) (gL) (g'L) (gL) (gD
0 246+ 1,5 30,1 £1,5 245+1,3 30,1 £1,5 20,0+£0,1 20+0,1 20+ 0,1
24 9,8+ 1,6 13,5+ 1,2 17,0+ 0,5 18,7+ 0,9 17,6 1,4 10,0+1,1 13,1+04
48 20+1.0 0 5,2+0,1 45+1,0 16,4+0,6 59+14 7,5 +£0,8
72 0 0 34+0,2 3,2+0,0 13,9+0,9 53+1,1 1,1 +0,6
96 0 0 2,2+0,3 0 92+1,1 4,9+0,8 0
120 0 0 2,0+0,1 0 24+14 0,5+0,1 0

*MOF: manipueira adicionado com 6leo de fritura; OF: 6leo de fritura

O glicerol ¢ totalmente exaurido apos 72 horas de crescimento. Ja o 6leo de fritura ndo

¢ completamente metabolizado, restando residuos de 6leo apos 120 horas, sendo que a maior

parte do 6leo foi consumida nas primeiras 48 horas de crescimento (70,5%). Entretanto, o

consumo de 6leo em MOF ¢ consideravelmente reduzido quando comparado com oleo de

fritura, sendo a maior parte do 6leo consumida apds 48 horas de crescimento (70%) (Tabela

7).

Comparando-se o perfil de produ¢do de ramnolipidios, crescimento celular e consumo

das fontes de carbono, nota-se que no meio MOF a maior parte de ramnolipidios foi

produzida apds 72 h, coincidindo com o inicio da fase estacionaria de crescimento ¢ também

com o aumento do consumo de 6leo. Para o substrato 6leo de fritura a maior parte de
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ramnolipidios também ocorreu durante a fase estacionaria, mas o maior consumo de dleo

ocorreu nas primeiras 48 horas de crescimento.

Oleos vegetais podem ser hidrolisados por lipases em espécies de P. aeruginosa
formando longas cadeias de acidos graxos compostas essencialmente de 12-18 carbonos.
Estes acidos graxos podem ser degradados via -oxidagdo visando a obtencdo de energia para
promover o crescimento celular ou podem ser transformados em precursores lipidicos,
promovendo a biossintese de biossurfactantes (LANG & WULLBRANDT, 1999). Um dos
papéis atribuidos ao biossurfactantes ¢ auxiliar os microrganismos a crescer em substratos
imisciveis em agua, reduzindo a tensdo superficial do meio e fazendo com que o substrato se
torne mais facilmente disponivel (FIECHTER, 1992). Em MOF, a maior parte de
ramnolipidios foi produzida apds 72 h, coincidindo com o inicio da fase estacionaria de
crescimento. Nota-se pela Tabela 7 que o consumo do 6leo no meio MOF aumentou
consideravelmente (cerca de 70%) a partir das 72 h e este fato pode estar associado com uma
das funcdes dos biossurfactantes que ¢ auxiliar a dispersdo e solubilizacdo de substratos
imisciveis. Portanto, o maior consumo de 6leo coincide com o maior aumento na produgédo de
ramnolipidios (Figura 9). Entretanto, utilizando 6leo de fritura como substrato, este fato ndo
foi observado, sugerindo que o microrganismo apresenta outros mecanisSmos, COmo por
exemplo, a producdo de enzimas lipoliticas, para favorecer o consumo de 6leo. A maior
producdo dos ramnolipidios em 6leo de fritura ocorreu apos as primeiras 48 h, fato que nao

coincidiu com o maior consumo da fonte de carbono.

5.2.5 - Cinética de producio das enzimas lipase e esterase

Nos substratos 6leo de fritura e MOF, a bactéria L2-1 produziu lipases ¢ esterases que
degradaram os triglicerideos em acidos graxos e glicerol (Figuras 10 e 11). A atividade
maxima de lipase e esterase foi detectada no substrato 6leo de fritura (90 U/mL de cultura
para a esterase ¢ 83 U/mL de cultura para a lipase). JA em MOF a atividade enzimatica
maxima foi de 76 U/mL de cultura para esterase e 41 U/mL de cultura para lipase. Em 6leo de
fritura como substrato (Figura 10), a atividade maxima das enzimas ocorreu em 48 h de

crescimento e em MOF (Figura 11) a atividade foi maxima apos 72 h de crescimento.
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Figura 10 — Atividade das enzimas lipase e esterase para o microrganismo L2-1 no substrato

oleo de fritura.
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Figura 11 — Atividade das enzimas lipase e esterase para o microrganismo L2-1 no substrato

MOF.
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Também foi realizado o teste utilizando as placas de Lipase-Tributirina que
confirmaram os resultados acima. O maior halo de hidrolise foi formado nos tempos 72, 96 ¢
120 horas para o substrato MOF e no substrato 6leo de fritura o maior halo de hidrolise
ocorreu nos tempos 24 e 48 horas. Para os substratos glicerol e manipueira, ndo houve a
formag@o do halo e hidrolise, indicando que a lipase produzida pelo isolado L.2-1 é induzida,

ou seja, dependente da presenca de substrato hidrofobico para a producdo (Figura 12).

Figura 12 - Deteccdo da enzima lipase utilizando meio sélido (placas lipase-tributirina) para
o microrganismo L2-1 (1 = substrato MOF; 2 = substrato 6leo de fritura; 3 = substrato

manipueira e 4 = substrato glicerol).
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5.2.6 - Ramnolipidios como fonte de carbono e energia

Nos substratos Oleo de fritura, glicerol ¢ MOF observaram-se uma queda na
concentracdo de ramnolipidios (Figuras 6, 7 e 9). Adicionou-se ramnolipidio no meio de
cultura como unica fonte de carbono com o intuito de se verificar a possibilidade do mesmo
ser utilizado como fonte de energia. De acordo com a Figura 13, observou-se o crescimento
do microrganismo quando o ramnolipidio constituia unica fonte de carbono, sugerindo que a
queda observada da concentracdo de ramnolipidios nas Figuras 6, 7 ¢ 9 se deve a utilizacdo

como fonte energética, ocorrendo principalmente nos meios glicerol e 6leo de fritura.
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Figura 13 - Consumo de ramnolipidios por P. aeruginosa 12-1 (CDW = peso seco de

células).

Garcia-Junco et al., (2001) adicionaram ramnolipidio exdgeno em culturas de P.
aeruginosa que cresciam em fenantreno como fonte de carbono e notaram que houve uma
maior solubilizagdo do fenantreno no meio de cultivo, um maior crescimento bacteriano e

utilizacdo do ramnolipidio como fonte de carbono. Estes resultados mostram que os
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ramnolipidios podem auxiliar os microrganismos a crescer em substratos imisciveis em agua e

também podem ser utilizados como fonte energética.

5.2.7 - Caracterizacao dos PHAs

A composicao de PHAs produzidos pelos isolados variaram de acordo com o substrato
utilizado, sendo que o comprimento da cadeia (entre Cg e Ci¢) e 0 nivel de insaturacdo dos
monomeros mostraram consideraveis variagdes (Tabelas 8, 9 10 e 11). PHAs com cadeia mais
curta que Cg ndo foram encontrados. Em glicerol os principais monomeros de PHAs foram
Cioo (62,8%), Cso (17,8%) e Ciap (15.91%), e o total de proporcdo de insaturacdo dos
mondmeros foi de 1,7% (Ciz.1, Cia € Ciq2), estes valores sdo para a linhagem L2-1. Em
manipueira, a composicao foi muito similar com Cy, Cg e Cj, representando 64,9%, 16,2% e
17% do total, respectivamente. O total de mondmeros insaturados representou apenas 1,3% da
composi¢do total, valores validos para a linhagem L[2-1. Observa-se que os substratos
manipueira e glicerol produziram PHA de composi¢do muito similar para todas as linhagens

estudadas.

Quando o substrato utilizado foi 6leo de fritura, a quantidade total dos monomeros de
PHA de cadeia Cg aumentou, representando 37,5% enquanto que Cjo e C;, representaram
42,1% e 13,2% do total de mondmeros para a linhagem L2-1, respectivamente. O total de
monomeros insaturados foi de 4,8%. No substrato MOF, a composicdo dos mondmeros de
PHA ¢ intermediaria entre a distribuicdo encontrada para o meio de manipueira e 6leo de
fritura isolados. A quantidade total dos mondémeros de PHA de cadeia Cg representou 26,4%
do total, enquanto C;, e C;, representaram 50,6% e 15,7% do total, respectivamente, para a

linhagem L2-1. O total de monomeros insaturados foi de 5,2%.
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Tabela 8

Composi¢do dos PHAs produzidos em glicerol pelas linhagens de P. aeruginosa estudadas

apos 72h de incubagio.

Quantidades relativas dos monomeros de PHA (%)

% PHA
Bactéria PHA (mg/L) Cgyo Cioo Cuno Cuo Cigo Ciz1 Cua Cun

P. aeruginosa L2-1 10,36 52,4 17,82 62,8 1591 1,62 0,1 0,96 0,38 041

P. aeruginosa B1-3 7,96 28,2 20,56 55,9 1501 7,09 1,41 031 054 O

P. aeruginosa 6¢ 22,1 11,6 20,68 65,83 11,96 051 0 0,85 0,17 0
P. aeruginosa 7a 16,86 91,2 17,32 69,73 11,67 0,43 O 0,64 021 O
Tabela 9

Composicdo dos PHAs no substrato 6leo de fritura produzido por todas as linhagens de P.

aeruginosa estudadas apds 72h de incubagao.

Quantidades relativas dos monomeros de PHA (%)

% PHA
Bactéria PHA (mg/L) Csgyo Cioo Cio Cuo  Ciso Ci21 Cua Cu

P. aeruginosa 1L.2-1 43,04 218,8 37,57 42,12 13,21 2,17 0,07 2,24 1,61 1,01
P. aeruginosa B1-3 44,18 300,6 32,13 43,84 15,96 2,36 0,13 2,39 1,86 1,33
P. aeruginosa 6c¢ 48,5 280,12 32,93 41,13 16,21 3,2 0,14 2,77 2,2 1,42

P. aeruginosa 7a 50,56 302,16 33,01 41,43 16,37 2,89 0,19 2,63 2,1 1,38
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Tabela 10

Composi¢cao dos PHAs no substrato manipueira produzido por todas as linhagens de P.

aeruginosa estudadas ap6s 72h de incubacao.

Quantidades relativas dos monomeros de PHA (%)

% PHA
Bactéria PHA (mg/L) Cgyo Cio0 Cio Cuo Cieo  Ci2a Cra Cra2

P. aeruginosa L.2-1 19,58 99,8 16,22 64,9 17,02 0,52 0,05 1,04 0,17 0,08
P. aeruginosa B1-3 1,32 6,8 27,05 61,46 5,9 2,57 2,12 0,3 0,3 0,3
P. aeruginosa 6¢ 2,88 214 9,79 76,53 10,82 1,03 0,05 0,67 0,15 0,05

P. aeruginosa 7a 4,64 23,8 12,79 75,86 9,54 091 0,08 0,61 0,17 0,0

Tabela 11

Composicdo dos PHAs produzidos através das linhagens de P. aeruginosa crescendo no

substrato MOF ap6s 72h de incubacio.

Quantidades relativas dos monomeros de PHA (%)

% PHA
Bactéria PHA (mg/L) Cso Cioo  Ci2o  Ciao Ciso  Ciaa Cis1 Cus

P. aeruginosa L2-1 39,14 2024 26,41 50,67 15,72 1,8 0,16 2,29 1,76 1,19
P. aeruginosa B1-3 0,42 2,02 34,5 48,8 8,1 4,1 1,8 1,5 0,6 0,6
P. aeruginosa 6¢ 13,0 62,8 26,66 53,05 14,77 3.2 0,16 1,11 0,72 0,33

P. aeruginosa 7a 3,64 20,02 3,38 74,57 12,87 6,21 1,12 1,12 0,45 0,28
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P. aeruginosa é capaz de sintetizar e acumular grandes quantidades de PHAs que
consistem de varios acidos graxos 3-hidroxi com comprimento da cadeia entre 6 e 16
carbonos. A composi¢do dos PHAs ¢ dependente da fonte de carbono e da rota metabdlica
envolvida. A B oxidagdo ¢ a principal via quando acidos graxos sdo utilizados como fonte de
carbono e a biossintese de novo do acido graxo € a principal rota durante crescimento em

fontes de carbono tais como agucares, acetato ou etanol (SUDESH et al., 2000).

Um fator que estd relacionado a composi¢cdo dos mondmeros ¢ a fonte de carbono
utilizada. Quando Pseudomonas é cultivada em glicerol e agucares, o substrato metabolizados
a acetil-CoA produzem um polimero contendo Cig.o como principal constituinte ¢ Cs.g e Cia:
como constituintes secundarios. E quando cultivadas em acidos graxos, a composi¢do do
polimero produzido esta estruturalmente relacionada ao substrato fornecido (EGGINK et al.,
1992). A mudanga na composi¢do dos mondomeros € no nivel de insaturacdo observado em
6leo de fritura e em fontes de carbono hidrofilicas estd de acordo com outros trabalhos
encontrados na literatura. Haba et al., (2007) ¢ Marsudi et al., (2008), trabalhando com outras
linhagens de P. aeruginosa e utilizando o6leo vegetal ou residuos oleosos como fonte de
carbono, observaram que a composi¢ao dos mondmeros de PHAs foi de: Cy (43-48%), Ci»
(11-15%) e Cs (10-38%) com uma alta proporc¢do relativa de mondmeros insaturados (5-
15%).

A origem dos mondmeros insaturados foi estudada por Tan et al., (1997) em P. putida
PGA1, usando 6leo de palma saponificado [SPKO, uma mistura de 4cidos graxos saturados e
insaturados], acido miristico (um acido graxo saturado), acido laurico (acido graxo saturado) e
acido oleico (um acido graxo insaturado). Os PHAs derivados dos acidos laurico e miristico
continham apenas mondmeros saturados enquanto que os PHAs derivados de SPKO e 4cido
oléico continham monomeros saturados e insaturados. Portanto, a presenca de insaturagdo na
fonte de carbono pode explicar o aumento no nivel da propor¢cdo de duplas ligacdes dos
monomeros de PHAs observadas nas células quando cultivadas em 6leo e comparadas com
glicerol (Tabela 2). O alto nivel de insaturacdo dos monomeros de PHA ¢ caracteristico da via
B oxidacdo quando acidos graxos sdo usados como fonte de carbono contendo um alto nivel
de insaturacdo. Como a bactéria B1-3 apresentou crescimento minimo nos substratos
manipueira e MOF, a porcentagem de PHA em relacdo ao peso seco de células foi baixa, ndo
passando de 1,32% do total (Tabelas 10 e 11). A linhagem L2-1 foi a que apresentou o melhor
resultado em concentragdo e porcentagem de PHA no substrato MOF, com 202,4 mg/L e

39,4% respectivamente (Tabela 11). Entretanto, em o6leo de fritura, todos os isolados
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apresentaram excelentes taxas de acimulo de PHA, chegando a 50,5% do total de PHA para a
linhagem 7a. No meio 6leo de fritura observou as maiores concentracdes finais de PHA para
todas as linhagens (Tabela 9). J4 nos outros substratos, houve uma significante varia¢do na
producdo, com a bactéria L2-1 se destacando sobre as demais. Em relacdo a composi¢do dos
mondémeros de PHAs, ndo houve uma variacdo significativa na composi¢do, sugerindo que
para todos os microrganismos a distribuicao foi relativamente constante, havendo variacdo em

termos de concentracdo e do tipo de fonte de carbono utilizada (Tabelas 8,9 10 e 11).

5.2.8 - Caracterizacao dos ramnolipidios

As bactérias estudadas foram capazes de sintetizar ramnolipidios em todos os
substratos utilizados, apesar da producdo com a bactéria B1-3 nos substratos manipueira e
MOF ser minima. As Tabelas 12, 13, 14 ¢ 15 mostram a abundancia relativa dos
ramnolipidios produzidos pelos isolados nos substratos estudados. Os homologos mais
abundantes foram RhaCoC;y ¢ RhaRhaC;(C;o, porém outros homodlogos estido presentes em
menores quantidades. O diramnolipidio RhaRhaC;oC;y foi o homoélogo predominante em
todos os substratos avaliados, com excecdo do meio MOF, onde o monoramnolipidio
RhaC,Cyy foi predominante para as linhagens 6¢ ¢ 7a (Tabelas 14 ¢ 15). Uma alta proporg¢do
RhaRhaC;(C;¢o/RhaC;¢Co foi obtida com a linhagem L2-1 no substrato MOF (Tabela 12). Ao
contrario do que foi observado para os PHAs, a propor¢do dos ramnolipidios insaturados ndo

variou entre os substratos testados (glicerol, manipueira e 6leo de fritura).
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Tabela 12

Composicdo e quantidade relativa (%) dos ramnolipidios obtidos de P. aeruginosa 1.2-1 ap6s

120 horas de incubac¢do nos diferentes substratos.

Substrato

Ramnolipidio (%) M® MOF’ OF°  Glicerol
RhaC8C38 0,07 027 ND ND
RhaC10C8 2,83 5,34 1,52 4,29
RhaC10C10 32,16 19,61 25,81 21,01
RhaC10C12 0,32 1,16 579 6,78
RhaC12C12 ND ND 0,45 0,05
RhaRhaC10C8 6,9 5,71 2,94 8,59

RhaRhaC10C10 38,06 59,15 47,43 42,6

RhaRhaC10C12 8,29 0,48 6,68 7,03
RhaRhaC12C12 ND ND 0,98 0,7

RhaC10C10:1 0,27 0,59 0,41 0,29
RhaC10C12:1 4,93 1,36 4,02 3,49
RhaC12C12:1 ND ND 0,04 ND
RhaRhaC10C10:1 0,31 0,56 0,2 0,44
RhaRhaC10C12:1 5,44 5,72 3,31 3,53
RhaRhaC12C12:1 0,38 ND 0,42 0,58

" " b " " " ; "
"M: manipueira; "MOF: manipueira adiconado com 6leo de fritura;

°OF: 6leo de fritura; *ND: ndo detectado.
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Composicdo e quantidade relativa (%) dos ramnolipidios obtidos de P. aeruginosa B1-3 apos

120 h de incubagdo nos diferentes substratos.

Substrato

Ramnolipidio (%) M® MOF’ OF° Glicerol
RhaCsCy ND! ND ND ND
RhaC10C8 0,94 1,11 1,21 4,28
RhaC10C10 25,15 20,83 23,91 16,74
RhaC10C12 3,14 4,16 1,67 2,44
RhaC12C12 ND ND 0,09 ND
RhaRhaC10C8 0,62 0,55 2,55 10,81
RhaRhaCl0C10 5345 51,11 47,75 49,49
RhaRhaCl0C12 7,23 11,94 11,76 7,72
RhaRhaC12C12  ND ND 0,11 0,43
RhaC10C10:1 ND ND 0,49 031
RhaC10C12:1 3,14 2,77 484 2,17
RhaC12C12:1 ND ND ND 0,17
RhaRhaC10C10:1 ND ND 0,63 0,03
RhaRhaC10C12:1 6,28 6,66 521 0,63
RhaRhaC12C12:1 0,62 0,83 1,39 4,69

" " b " " " ; "
"M: manipueira; "MOF: manipueira adiconado com 6leo de fritura;

°OF: 6leo de fritura; “ND: ndo detectado.
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Tabela 14

Composicdo e quantidade relativa (%) dos ramnolipidios obtidos de P. aeruginosa 6¢ apos

120 h de incubagio nos diferentes substratos.

Substrato
Ramnolipidio (%) M® MOF’ OF° Glicerol
RhaC8C38 0,03 0,19 NDY  ND
RhaC10C8 232 381 1,46  ND
RhaC10C10 26,14 43,09 25,6 17,3
RhaC10C12 ND 0,61 5,58 3,68
RhaC12C12 ND ND ND 4,52
RhaRhaC10C8 4,64 4,1 2,65 ND

RhaRhaC10C10 40,93 29,39 46,58 49,31

RhaRhaC10C12 12,45 5,33 7,79 8,4

RhaRhaC12C12 ND ND 0,56 7,43
RhaC10C10:1 ND ND ND 0,61
RhaC10C12:1 0,21 0,64 0,2 ND
RhaC12C12:1 7,39 9,19 4,37 0,19
RhaRhaC10C10:1 ND 0,03 0,44 3,13
RhaRhaC10C12:1 0,28 0,5 ND 0,36
RhaRhaC12C12:1 4,79 2,55 0,37 ND

f . b f . . p .
*M: manipueira; "MOF: manipueira adiconado com 6leo de fritura;

°OF: 6leo de fritura; “ND: ndo detectado.
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Composicdo e quantidade relativa (%) dos ramnolipidios obtidos de P. aeruginosa 7a apos

120 h de incubagio nos diferentes substratos.

Substrato
Ramnolipidio (%) M® MOF’ OF° Glicerol
RhaC8C38 NDY 021 ND ND
RhaC10C8 2,84 041 0,65 1,93
RhaC10C10 30,34 40,96 2582 12,15
RhaC10C12 ND 0,27 0,64 037
RhaC12C12 ND ND 0,03 ND
RhaRhaC10C8 4,66 4,03 1,59 7,77
RhaRhaCl10C10 38,12 33,18 41,82 47,47
RhaRhaCl10C12 10,7 5,62 13,68 17,14
RhaRhaC12C12  ND ND 0,13 0,14
RhaC10C10:1 022 0,56 024 0,17
RhaC10C12:1 822 7,13 8,48 5,4
RhaC12C12:1 ND 0,05 ND ND
RhaRhaC10C10:1 0,25 0,48 042 0,52
RhaRhaC10C12:1 3,97 2,56 5,0 5,42
RhaRhaC12C12:1 0,63 0,61 1,45 1,48

f . b f . . p .
*M: manipueira; "MOF: manipueira adiconado com éleo de fritura;

°OF: 6leo de fritura; “ND: ndo detectado.
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Os dois principais homologos de ramnolipidios produzidos por P. aeruginosa em
cultura liquida sdo RhaC;¢C;p e RhaRhaC;¢Cjo. Todos estes compostos contém um ou dois
grupos de ramnose ligados a um ou dois 4acidos graxos 3-hidroxi de diferentes comprimentos
e que podem ser saturados ou insaturados (NITSCHKE et al., 2005b; SOBERON-CHAVEZ,
et al., 2005). As varias combinagdes destes grupos geram uma grande quantidade de possiveis
homologos de ramnolipidios. Os métodos utilizados para o isolamento e analise quimica dos
ramnolipidios envolvem uma separacdo cromatografica das misturas em varias fragdes por
cromatografia de camada delgada (TLC), frequentemente seguida por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC). Estas fracdes semi-purificadas quando analisadas por
espectrometria de massa permitem a caracterizagio das misturas de ramnolipidios (DEZIEL et
al., 1999). A técnica LC/MS utilizando ionizag@o do tipo “electrospray” usada neste trabalho
¢ um método simples de se estudar o perfil das misturas de ramnolipidios sintetizados por P.
aeruginosa, principalmente em culturas contendo manipueira como fonte de carbono, onde
produtos soliveis no meio interferem na técnica tradicionalmente usada (método
colorométrico descrito por CHANDRASENKARAN & BEMILLER, 1980). Além disso, essa
técnica permite a caracterizagdo direta do ramnolipidios no meio de cultivo evitando erros

devido a perda dos mesmos durante os passos de purificacao.

A relagdo de acidos graxos saturados e insaturados no o6leo de fritura usado como
substrato foi de 20,17% para saturados e 79,83% para insaturados (p/p) ¢ a relacdo de
insaturagdo e saturagdo dos 4cidos graxos dos ramnolipidios foi de 91,6% para saturados e
8,4% para insaturados (p/p). Usando glicerol como fonte de carbono, o total de saturados foi
de 91,67% e dos insaturados foi de 8,33% (p/p). Entretanto, para PHA houve um aumento no
grau de insaturacdo quando oleo foi utilizado como fonte de carbono, comparado com
glicerol, passando de 1,3% com glicerol para 4,8% para o 6leo de fritura como substrato.
Alguns autores verificaram que o total de acidos graxos insaturados na fonte de carbono
reflete no nivel de insaturacdo da cadeia de ramnolipidios. Benincasa & Accorsini (2008)
reportaram que o total de 4cidos graxos em residuos da refinaria de 6leo de girassol utilizados
como substrato foi de 50% e que o total de cadeias insaturadas na mistura de ramnolipidios
foi de 30,9%. Abalos et al., (2001) utilizando residuos da refinaria de 6leo de soja contendo
um total de 41,6% (p/p) de C;s, encontraram um total de 4cidos graxos na mistura de
ramnolipidios de 27% (p/p). Haba et al., (2000) reportaram uma mistura de ramnolipidios
contendo 16,5% (p/p) de acidos graxos insaturados quando o microrganismo foi cultivado em

6leo de fritura contendo um total de 21,1% de Cs.,. Os resultados encontrados neste trabalho
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foram diferentes com os da literatura, onde o grau de insaturagdo da fonte de carbono nao

refletiu no nivel de insaturacdo na mistura de ramnolipidios.

Mata-Sandoval et al., (2001) verificaram que P. aeruginosa UG2 produz misturas de
surfactantes com composi¢do similares de ramnolipidios, independente da fonte de carbono
utilizada. Entretanto Deziel et al., (1999) demonstraram que os ramnolipidios produzidos por
P. aeruginosa 57RP diferem qualitativamente e quantitativamente dependendo da fonte de
carbono. O uso de manitol como fonte de carbono conduz a ramnolipidios contendo duas
cadeias de acido graxo, ja o uso de naftaleno conduz a 80% dos ramnolipidios com apenas
uma cadeia de 4cido graxo. Rahman et al., (2002) reportaram a produgao de ramnolipidios por
duas espécies de P. aeruginosa DS10-129 e GS9-119 usando 6leo de soja, dleo de girassol e
glicerol como substratos. Oleo de soja foi considerado o melhor substrato, com um maior
aumento da biomassa e¢ producdo de surfactante. Os autores também observaram que o
diramnolipidio RhaRhaC;(C;y foi o homodlogo predominante. Em contraste, Nitschke et al.,
(2005a) encontraram que o monoramnolipidio RhaC;¢Cjy foi o homodlogo predominate na
cultura de P. aeruginosa LBI quando substratos oleosos foram utilizados como fonte de
carbono e o diramnolipidio RhaRhaC,(C¢ foi predominante em glicerol. Os dados reportados
na literatura e os dados encontrados neste trabalho mostram que diferentes condigdes de
cultivo, meio de crescimento utilizado, idade da cultura e diferentes linhagens de
Pseudomonas influenciam na distribuicdo dos homodlogos de ramnolipidios, sem contar os

diferentes procedimentos de analise e extracdo dos mesmos.

A Tabela 16 mostra os valores da tensdo superficial para todas as bactérias e substratos
avaliados. Entre os varios substratos testados, o surfactante produzido a partir do meio MOF e

microrganismo L2-1 mostrou a menor tensdo superficial, 30 mN/m.
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Valores de tensdo superficial (mN/m) dos ramnolipidios obtidos para todas as linhagens e

substratos avaliados.

Substrato

P. aeruginosa Manipueira MOF  Oleo fritura

L2-1 31,2 30 33
B1-3 34,8 348 34
6¢ 31 31 31,8
Ta 30,8 31 32

Glicerol
35

34,5
34,8

34

Os valores obtidos de tens@o superficial estdo de acordo com os valores reportados por

outros autores (NITSCHKE et al., 2005a; COSTA et al., 2006; PORNSUNTHORNTAWEE

et al., 2008) e sugerem que os ramnolipidios produzidos possuem excelentes propriedades

tensoativas (baixos valores de tensdo superficial). As variagdes observadas nas propriedades

tensoativas dos surfactantes obtidos se devem a diferenca individual da concentragdo dos

homélogos, uma vez que cada homoélogo possui caracteristica especifica (DEZIEL et al.,

1999). Outra possibilidade para explicar as diferencas observadas é a presenca de impurezas,

como acidos graxos ndao metabolizados extraidos do meio de cultura e que também possuem

propriedades tensoativas (DEZIEL et al., 2003).
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CAPITULO 3 — Recuperagcio, caracterizacio e avaliacio das propriedades e aplicacdes

dos ramnolipidios obtidos da linhagem L2-1 em meio MOF.

5.3.1 - Recuperacio e caracterizacido dos ramnolipidios

Entre os microrganismos isolados (P. aeruginosa 1L2-1, B1-3, 6¢c e 7a) e diferentes
fontes de carbono (glicerol, dleo de fritura, manipueira e manipueira adicionada com 6leo de
fritura) usadas para a producdo de rammnolipidios, o isolado L2-1 no meio manipueira
adicionado com oleo de fritura (MOF) foi o que apresentou as maiores concentragdes finais
de ramnolipidios. Sendo assim, o ramnolipidio produzido pelo isolado L2-1 no meio MOF foi
escolhido para a recuperagdo e determinacdo das caracteristicas fisico-quimicas e possiveis

aplicacdes.

A composicdo dos ramnolipidios apds recuperacdo em coluna coberta com resina
Amberlite XAD® e o ramnolipidio comercial Jeneil Biosurfactant Company (JBR599) estio
na Tabela 17. Verifica-se que a composi¢do do ramnolipidio produzido pela linhagem L2-1,
chamado de Rha L2-1, e o ramnolipidio comercial produzido pela Jeneil Biosurfactant
Company (JBR599) diferem na quantidade relativa (%) dos homologos, principalmente dos
dois homologos predominantes RhaC;yC;y e RhaRhaC;oC;o. O ramnolipidio comercial
apresenta uma homogeneidade entre os homologos predominantes, com uma porcentagem de
37,67% de RhaC;oCo e 33,14 % de RhaRhaC;(Cjo. Ja a mistura Rha L2-1 apresenta uma
porcentagem de 17,18% de RhaC,¢Cio ¢ 34,32% de RhaRhaC;,C;yp (Tabela 17). Outra
variagdo observada entre as composicdes € a porcentagem total de homologos insaturados. O
ramnolipidio JBR599 apresenta um total de 7,25% de ramnolipidios insaturados e Rha L2-1

uma porcentagem total de 18,47%.
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Composi¢do ¢ quantidade relativa (%) dos ramnolipidios obtidos da Jeneil Biosurfactant

Compay (JBR599) e do isolado P. aeruginosa L2-1 apos 120 h de incubagdo no meio MOF e

recuperacdo em coluna.

Ramnolipidio (%) JBR599 L2-1
RhaC8CS8 ND” 0,02
RhaC10C8 5,28 1,9
RhaC10C10 37,67 17,18
RhaC10C12 3,53 3,26
RhaC12C12 0,06 ND
RhaRhaC8C8 0,36 0,07
RhaRhaC8C10 4,33 14,47
RhaRhaC10C10 33,14 34,32
RhaRhaC10C12 4,22 10,19
RhaRhaC12C12 0,1 0,12
RhaC10C10:1 0,72 0,43
RhaC10C12:1 3,55 2,88
RhaC12C12:1 0,19 ND
RhaRhaC10C10:1 0,64 1,41
RhaRhaC10C12:1 1,88 13,75
RhaRhaC12C12:1 0,27 ND

ND' - ndo detectado
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5.3.2 - Atividades tenso-ativas das solucdes de surfactantes

A Tabela 18 mostra os valores de tensdo superficial, interfacial e CMC das solucdes
aquosas da mistura de ramnolipidios JBR599 e da mistura produzida pelo isolado L2-1. Nota-
se que as duas misturas de ramnolipidios apresentam baixos valores de tensdo superficial,
interfacial e CMC, e que Rha L2-1 possui um valor de CMC abaixo do que JBR599. A
diferenga nos valores de tensdo ¢ CMC devem-se provavelmente a diferenca na composicdo
dos homologos presentes, da presenca de insaturagdes, do comprimento da cadeia e do

tamanho do grupo hidrofilico das misturas de ramnolipidios.

Tabela 18

Valores de tensdo superficial, interfacial e CMC das misturas de ramnolipidios da Jeneil

Biosurfactant Company (JBR599) e Rha L2-1.

Ramnolipidio T.S'. (mN/m)* T.L>(mN/m)* C.M.C. (mg/l)

JBR599 29,0 1,7 100,0

L2-1 30,0 2,3 30,0

*Valores obtidos a partir da solu¢do aquosa de surfactante na CMC.
T.S.! = Tensdo superficial

T.1.%> = Tensdo interfacial

Valores similares de tensdo superficial, interfacial e CMC foram descritos com
misturas de ramnolipidios produzidas a partir de residuos de refinaria de dleos vegetais
(BENINCASA et al., 2002, NITSCHKE et al., 2005a), 6leos vegetais (MATA-SANDOVAL
et al.,, 1999, HABA et al., 2003, COSTA et al., 2006) ¢ glicerol (SYLDATK et al., 1985,
NITSCHKE et al., 2005a).
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As propriedades dos ramnolipidios sdo dependentes da distribui¢do dos homologos
presentes. A taxa e a composi¢do dos homologos, a presenca de insaturagdes, o comprimento
da cadeia e o tamanho do grupo hidrofilico podem afetar as propriedades tenso-ativas
(NITSCHKE et al., 2005b). O diramnolipidio RhaRhaC;¢C;o mostra um valor de CMC menor
que o monoramnolipidio RhaC;¢Cjo, 5 ¢ 40 mg/L respectivamente (LANG & WAGNER,
1987). Haba et al., (2003) descreveram que a mistura de ramnolipidios contendo 18,95% de
insaturados (Cjp;; € Ci4:1) possui um CMC de 108 mg/L, sendo este valor maior do que o
correspondente para as formas saturadas, sugerindo uma relagdo entre grau de insaturagdo e
CMC. Um surfactante contendo altas quantidades de RhaRhaC;(C;; e RhaRhaC;(Cy,.; possui
um valor de CMC de 37 mg/L e uma tensdo superficial de 36 mN/m. J& o ramnolipidio
contendo altas concentragdes de RhaRhaC;¢Co possui CMC de 53 mg/L e tensdo superficial

de 31 mN/m (MATA-SANDOVAL et al., 1999).

O ramnolipidio comercial JBR599 possui um total de 6,1% para os homologos
RhaRhaC;(C;; e RhaRhaC,(Cj,.; e Rha L2-1 uma porcentagem total de 23,94%. Ja o total dos
homologos RhaRhaC,yC;yp e RhaRhaC;¢Cp.; € muito semelhante para os dois ramnolipidios
avaliados, 33,78% e 35,73% respectivamente. A diferenga na porcentagem entre o0s
homologos de maior cadeia (RhaRhaC;(C;, e RhaRhaC;¢Cj;.1) pode explicar a diferenga entre
os valores de CMC do ramnolipidio JBR599 (100 mg/L) e o Rha L2-1 (30 mg/L), uma vez
que grandes cadeias de acido graxo conferem uma maior hidrofobicidade as moléculas

(MATA-SANDOVAL et al., 1999).

Surfactantes com uma baixa tensdo interfacial sdo efetivos na mobilizagdo de
moléculas hidrofobicas, tornando-as mais acessiveis a biodegradacdo. Moléculas com baixa
massa molar e baixa CMC aumentam a solubilidade dos hidrocarbonetos pela incorporagdo
destes nas cavidades hidrofobicas das micelas (MILLER & ZHANG, 1997). O Rha L2-1
apresenta as caracteristicas citadas acima, demonstrando o potencial do biossurfactante em
uma variedade de aplicagdes industriais, como por exemplo, a biorremediagdo de poluentes

oleosos.
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5.3.3 - Atividade emulsificante

Os parametros fisico-quimicos dos ramnolipidios sdo influenciados pela sua
composi¢do, sendo, portanto necessario a caracterizagdo destes para encontrar aplicagdes
novas ou especificas. Sendo assim, a atividade emulificante frente a compostos hidrofoébicos
(benzeno, querosene e 6leo de soja) foi estudada. A estabilidade da emulsdo (E%) foi avaliada

apos 30 dias.

As Figuras 15 e 16 mostram os valores da atividade emulsificante (E24%) obtidas
pelos ramnolipidios de P. aeruginosa L2-1 e JBR599, respectivamente, contra 6leo de soja,
querosene e benzeno apds 24 horas. O aumento na concentragdo de surfactante ndo alterou a
atividade emulsionante contra 6leo de soja para os ramnolipidios da JBR599 e Rha L2-1
(Figuras 15 e 16). Contra querosene, o aumento na concentragdo de surfacatnte causou um
aumento na atividade emulsionante para os dois ramnolipidios analisados, variando de 83%
na concentragdo referente a CMC para 100% na CMC + 5% (em massa de ramnolipidio).
Contra benzeno, o aumento na concentragdo do ramnolipidio Rha L.2-1 causou um decréscimo
na atividade emulsionante, variando de 80% na CMC para 62% na CMC + 5% (em massa de
ramnolipidio). Ja& para o ramnolipidio JBR599, o aumento na concentracdo causou um
aumento na atividade emulsionante, variando de 53% na CMC para 89% na CMC + 5% (em
massa de ramnolipidio) (Figuras 14 e 15). As emulsdes formadas foram do tipo 6leo-agua

(O/A) e agua-dleo (A/O).
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Figura 14 — Atividade emulsificante do Rha L2-1 em meio MOF contra 6leo de soja,

querosence € benzeno.
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Figura 15 — Atividade emulsificante do ramnolipidio JBR599 contra 6leo de soja, querosene

e benzeno.
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A estabilidade das emulsoes foi avaliada apos 30 dias (Figuras 16 e 17). Contra 6leo
de soja, a emulsdo produzida pelo Rha L2-1 (Figura 16) se manteve 100% estavel. A emulsao
do ramnolipidio JBR599 (Figura 17) apresentou uma redugao de 100% para 60% apds 30 dias
na CMC + 5% (em massa de ramnolipidio). Contra querosene, a emulsdo produzida pelos
ramnolipidios JBR599 e Rha L2-1 apresentaram uma redugdo para todas as concentragdes de
surfactante estudadas, decaindo de 100% para 60% apds 30 dias na CMC + 5% (em massa de
ramnolipidio). Nao foi possivel avaliar a estabilidade da atividade emulsionante contra

benzeno, pois 0 mesmo evaporou durante o processo.

[10Oleo de soja
I Querosene

100
90 +
80

70

60
50
40

30+

Estabilidade emulsao (E%)

20

104

0

CMC CMC + 1% CMC + 5%
Concentragao surfactante

Figura 16 — Estabilidade da emuls@o para o ramnolipidio produzido pelo Rha L2-1 em meio

MOF apés 30 dias.
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Figura 17 — Estabilidade da emulsdo para o ramnolipidio JBR599 apos 30 dias.

O aumento da concentracdo do surfactante influenciou a atividade emulsionante
apenas na E24%, ndo tendo influéncia na estabilidade da emulsdo. Com a adicdo de
ramnolipidio na CMC (1 e 5% em massa) houve a formagdo de uma maior camada
emulsionante, que possivelmente foi causada pela forma¢ao de um maior nimero de micelas,
que constitui um ambiente compativel para moléculas hidrofobicas. O processo de
incorporacdo destas moléculas nas micelas ¢ conhecido como solubilizagdo (URUM &
PEKDEMIR, 2004). Estes resultados revelam o excelente potencial destes compostos para
uso na biorremediagdo de poluentes e na industria de alimentos e cosmética como agentes

emulsionantes e solubilizantes.

Os biossurfactantes podem aumentar a disponibilidade de compostos orgénicos
insoluveis em agua. Abaixo da CMC, o surfactante pode aumentar a disponibilidade devido a
diminuicdo da tensdo superficial. Acima da CMC, micelas e outros agregados sdo formados
causando uma maior interagdo célula-substrato com consequente aumento da biodegradagdo

(URUM et al., 2006).
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5.3.4 - Potencial para a remediaciio de ambientes contaminados

O potencial para a remediacdo foi avaliado pela remocao do dleo cru de petrdleo, da
areia contaminada pelas solugdes de surfactantes (Ramnolipidio JBR 599 e Ramnolipidio

produzido pelo Rha L2-1 e SDS) e de agua destilada.

O controle (agua destilada) mostrou uma remocao total de 20% de 6leo. Foi observado
que o aumento na concentracdo de surfactante ndo causou aumento na remoc¢do do 6leo
usando ramnolipidio JBR599 e SDS (Figura 19). Para o ramnolipidio produzido pelo Rha L2-
1, o aumento na concentracdo de surfactante causou um aumento na remocdo de Oleo,
passando de 69% na CMC para 84% na CMC + 5% (em massa de ramnolipidio). O maximo
de remocdo do o6leo para SDS e para o ramnolipidio produzido pelo Rha L2-1 ocorreu na
CMC + 5% (em massa de ramnolipidio) no total de 84%. J4 para o ramnolipidio JBR 599 o

maximo de remogao se deu na CMC, com um total de 98% de remocao (Figura 18).

I SDS
Rha Jeneil
[ JRhaL2-1

100—-
90—-
80—-
70—-
60—-
50—-

40

% Remogao de oleo

30+

20

T
CMC CMC +0,1% CMC +1% CMC + 5%
Concentragao de surfactante

Figura 18 — Remocao de petroleo bruto de areia contaminada apds o processo de lavagem.



99

O mecanismo de mobilizacdo ocorre em concentracdes abaixo dos valores da CMC e
esta associado com a redugdo das tensdes superficial e interfacial, reducdo da forga capilar e
angulo de contato. Acima da CMC a solubilidade do 6leo aumenta drasticamente devido a
formac@o das micelas. A por¢@o hidrofobica das moléculas de surfactantes se aglomera dentro
da estrutura da micela e a parte hidrofilica fica exposta na fase aquosa. Consequentemente, o
interior da micela se torna um ambiente compativel para moléculas hidrofobicas, sendo que o
processo de incorporacdo destas moléculas em micelas é conhecido como solubilizagdo
(URUM & PEKDEMIR, 2004). Sendo assim, o mecanismo de remocdo de odleo pelo
ramnolipidio produzido pelo Rha L2-1 foi causado principalmente pela solubilizacdo, ja que
com o aumento da concentracdo de surfactante acima da CMC houve um aumento na
remoc¢do de 6leo, devido a formag¢do de um maior nimero de micelas (Figura 18). J4 a
remocdo de o6leo pelo ramnolipidio JBR599 se deve principalmente pelo mecanismo de
mobilizacdo, uma vez que com o aumento da concentragdo de surfactante acima da CMC ndo

se verificou uma melhora na remogao de 6leo (Figura 18).

Urum et al., (2004) estudaram a influéncia de diversos parametros (temperatura,
tempo, velocidade de rotacdo, volume da solugdo e concentracao de surfactante) na remogao
de petroleo bruto em diferentes tipos de solo com particulas de tamanho variado, usando SDS
e ramnolipidio como surfactantes. Os autores concluiram que acima da CMC houve uma
maior remog¢ao de 6leo, sugerindo que a remogao ocorreu devido a solubilizacdo da solugdo
de surfactante entre a interface solo-6leo e diminui¢do da tensdo interfacial. O aumento na
temperatura reduziu a viscosidade do 6leo, aumentando a mobilidade e sua interagdo com a
solu¢do de surfactante, facilitando assim a remog¢do. O aumento na velocidade de rotacdo
auxiliou a remog¢ao do 6leo durante a lavagem devido ao aumento na area superficial do solo
(maior contato) com a solucdo de surfactante. Em relagdo ao tempo na lavagem, quanto maior
a particula do solo mais tempo de lavagem foi necessario para a remoc¢ao. Dessa forma, varios
parametros como concentragdo do surfactante, tempo de lavagem, velocidade de rotacdo e
caracteristicas fisico-quimicas do solo influenciam na porcentagem final de 6leo removido

apos lavagem, explicando as diferencas encontradas com a literatura.

As Figuras 19, 20, 21 e 22 mostram a remogao do 6leo na areia apos lavagem pelas
solugdes de surfactantes e da agua destilada. J4 a Figura 23 mostra uma comparacao de todas

as solucdes de surfactantes e o controle (4gua destilada).
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Figura 19 — Areia contaminada com petrdleo bruto, antes e depois do processo de lavagem.
a) areia contaminada com petréleo bruto; b) areia sem contaminagdo; c¢) areia contaminada

com petroleo bruto apos lavagem com agua destilada.

Figura 20 — Areia contaminada com petroéleo bruto, antes e depois do processo de lavagem. a)

areia contaminada com petroleo bruto; b) areia sem contaminacdo; ¢) areia contaminada com

petréleo bruto apos lavagem com solugdo de ramnolipidio produzido pelo Rha L2-1.
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Figura 21 — Areia contaminada com petréleo bruto, antes e depois do processo de lavagem. a)
areia contaminada com petroleo bruto; b) areia sem contaminacdo; ¢) areia contaminada com

petréleo bruto apo6s lavagem pela solugdo de ramnolipidio JBR599.

Figura 22 — Areia contaminada com petréleo bruto, antes e depois do processo de lavagem. a)

areia contaminada com petroleo bruto; b) areia sem contaminacdo; ¢) areia contaminada com

petroleo bruto apos lavagem pela solucdo de SDS.
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Figura 23 — Areia contaminada com petrdleo bruto apos processo de lavagem. a) solugdo de
ramnolipidio produzido pelo Rha L2-1; b) solu¢do de ramnolipidio JBR599; c) solucdo de
SDS; d) controle (agua destilada).

Formagdo de emulsdes do tipo O/A favorecem o mecanismo de remocao do 6leo em
um solo contaminado devido a solubilizagdo do 6leo nas micelas de surfactantes. Entretanto, a
formagdo de emulsdes pode prejudicar a lavagem do solo, isto porque, quando formadas sdo
relativamente imoveis e altamente viscosas, dificultando a penetragdo do surfactante na
interface solo-6leo. Portanto, a formacdo de emulsdo deve ser evitada no processo de lavagem
do solo, mas o surfactante que apresenta uma boa atividade emulsificante deve ser
selecionado para o tratamento do solo (URUM & PEKDEMIR, 2004). Durante a lavagem, no
frasco contendo o ramnolipidio JBR599 houve a formacdo de emulsdes, o que poderia
prejudicar a lavagem em larga escala. J& o frasco contendo Rha L2-1 ndo apresentou
emulsdes, sendo este um bom indicativo para a utilizagdo do mesmo no processo em escalas

maiores.
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Biossurfactante a partir do sobrenadante livre de células, que ¢ uma mistura de meio
fermentado contendo ramnolipidios, proteinas e residual da fonte de carbono (glicerol) foi
utilizado nos processos de lavagem de solos impactados por 6leo, resultando em uma redugéo
significativa nos custos de producao, devido a eliminag@o das etapas de purificacdo e extracdo
(ramnolipidio bruto). O uso desse biossurfactante para a remocao de 6leo em solos arenosos
apresentou eficacia similar a dos biossurfactantes concentrados comerciais (SANTA ANNA
et al., 2007). Assim sendo, dependendo do objetivo da utilizagdo do produto este ndo precisa
ser purificado e extraido, reduzindo os custos de produg@o, como mostrado acima na remogao

de 6leo em solos.

A remogdo do o6leo apresentou pouca variagdo entre as solugdes de surfactantes
estudadas, sendo que as solu¢des de ramnolipidio devem ser considerada mais atrativas pois
sdo biodegradaveis e menos toxicas ao ambiente do que a solucdo de SDS. Portanto, os dados

obtidos no presente estudo podem ser usados como um modelo para testes em larga escala.

5.3.5 - Simulacio do efeito de exposicio ao ambiente das amostras de areia contaminada

por 6leo por um determinado periodo de tempo

Os compostos do petroleo bruto variam em suas propriedades fisico-quimicas e
durante o processo de exposicdo ao ambiente € esperado que diferentes fragoes do oleo sejam
perdidas, dependendo do tempo de exposicdo. O processo de exposi¢do ao ambiente faz com
que os componentes mais volateis do 6leo sejam evaporados (URUM et al., 2006), como pode
ser observado na Figura 24. A maioria dos compostos volateis foi perdida durante as
primeiras 72 horas (42%). Observou-se uma redugdo de massa do contaminante de 110 para
95 mg de 6leo por grama de areia apds tratamento a 50 °C. Apos 14 dias de tratamento, a taxa

de evaporagdo decaiu nao sendo observado uma redugdo significativa da massa.



104

166 -
| |
\ —m— Massa do oleo
|
5 N\
@ 165
o \l
©
: N\
4 | |
8 S
(@] .\.
(0]
o 164 \-\.
® Na
3 ~u
= e
X ——

L L |
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Tempo (dias)

Figura 24 — Reducdo da massa de petroleo bruto de areia contaminada apos tratamento a 50

°C por 14 dias.

Butt et al., (1986) mostraram que a evapora¢do causa um aumento na propor¢do dos
componentes de alto peso molecular, resultando em um contaminante com alta viscosidade e
densidade. Isso leva a uma alta ligag@o entre o 6leo e o solo, dificultando assim a remogao

pela solugdo de surfactante.

A solugdo de ramnolipidio JBR599 na CMC removeu 86,9% do 6leo apos tratamento
da areia a 50 °C. Ja a solucdo de ramnolipidio Rha L2-1 na CMC removeu 90,7% de dleo
(Figura 25). Observa-se uma melhora na porcentagem final de remogao para esta solugdo apds
tratamento a 50 °C (69% sem tratamento para 90% com tratamento) e para o ramnolipidio
JBR599 houve uma queda na porcentagem final de remocao apos tratamento da areia (98%

sem tratamento para 86,9% com tratamento).
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Figura 25 - Remogao de petroleo bruto em areia contaminada por solu¢des de ramnolipidio

apos tratamento da areia a 50 °C por 14 dias.

Verifica-se que Rha L2-1 possui potencial para ser usado em atividades de campo,
uma vez que houve aumento na remog¢do de 6leo apods simulagdo do efeito de exposi¢do ao

ambiente das amostras de areia contaminada por 6leo.

5.3.6 - Aderéncia bacteriana a hidrocarbonetos

O teste de “aderéncia bacteriana a hidrocarbonetos” (MATH) foi realizado com os
isolados de P. aeruginosa (L2-1, B1-3, 7a e 6¢) contra hexadecano. Os dados mostram que os
microrganismos L2-1, B1-3 e 7a possuem uma baixa aderéncia ao hexadecano (em torno de

20%) e o microrganismo 6¢ uma maior aderéncia (Tabela 19).
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Tabela 19

Hidrofobicidade celular dos isolados de P. aeruginosa (% de aderéncia ao hexadecano).

Bactérias % de aderéncia ao hexadecano
P. aeruginosa 1.2-1 21,2+ 0,4
P. aeruginosa B1-3 27,2 +4,4
P. aeruginosa 6c¢ 48,5 £2,8
P. aeruginosa 7a 21,4+2,5

Verificou-se também o efeito da presenga e aumento da concentracdo de ramnolipidios
na aderéncia celular ao hexadecano. Como pode ser visto na Figura 26, a adigdo de
ramnolipidios na solugdo causou um aumento na taxa de ades@o de células ao hexadecano,
tornando as células mais hidrofobicas. E o aumento na concentragdo de ramnolipidio esta

ligado com o aumento na adesdo microbiana ao hidrocarboneto.



107

Il Ausencia de ramnolipidio

1 Ramnolipidio 10 mg/L
1007 777 Ramnolipidio 50 mg/L
90 [ Ramnolipidio 100 mg/L
80

70

60 -
50
40

30

% aderencia ao hexadecano

20

0 T T
Concentragao de ramnolipidio

Figura 26 — Aderéncia celular de P. aeruginosa L2-1 contra hexadecano na presenga de

diferentes concentra¢des de ramnolipidio.

A habilidade de um microrganismo se ligar a uma superficie e desenvolver biofilmes
tem despertado interesse de varias areas, como medicina, industria de alimentos e
biorremediacdo. Varios fatores estdo envolvidos na adesdo celular em superficies, incluindo
micro-topografia, rugosidade e carga da superficie, transporte de massa e hidrofobicidade
celular dos microroganismos (PALMER et al., 2007). Este ultimo ¢ de suma importancia nos
processos de degradagdo e biorremediacdo de hidrocarbonetos, pois permite a adesdo do

microrganismo no substrato.

Sotirova et al., (2009) e Al-Tahhan et al., (2000) estudaram o efeito da adicdo de
ramnolipidios no crescimento, propriedades e mudancas na estrutura quimica da superficie
celular de P. aeruginosa. Os resultados demonstraram que a adi¢cdo de ramnolipidio no meio
de cultura ndo afetou o crescimento, mas afetou significativamente os niveis de proteinas
extracelulares. O aumento das proteinas extracelulares foi dependente da concentracdo de
ramnolipidio e provavelmente estaria ligado ao aumento da permeabilidade celular. Também
foi relatado que a presenga de ramnolipidios acima da CMC torna a célula mais hidrofébica, e

que a hidrofobicidade celular esta associada com a redugdo de lipolissacaridios (LPS) de
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membrana. A presenca de LPS na superficie celular torna a bactéria mais hidrofilica e que a
perda de LPS na superficie torna esta mais hidrofobica. Sendo assim, o aumento na adesdo ao
hexadecano por P. aeruginosa L2-1 causado pela adicdo de ramnolipidio provavelmente se

deu a perda de LPS de membrana.

Os ramnolipidios podem interagir com LPS em diferentes maneiras causando a
remocdo deste na membrana. Pode ocorrer a remogdo direta do LPS por solubilizagdo ou a
remogdo indireta do LPS através da complexagio do Mg™ na membrana externa. O magnésio
¢ um metal essencial para a manuntencgdo das interagdes LPS-LPS da membrana externa ¢ a
sua remog¢do causa uma desestabilizagdo desta interacdo e consequente perda dos LPS de
membrana. Sendo que este mecanismo ¢ apoiado pelo fato que o ramnolipidio forma um

complexo divalente com metais, como o magnésio (AL-TAHHAN et al., 2000).

Assim sendo, os ramnolipidios podem atuar na degradagdo de compostos hidrofobicos
(biorremediacdo) de duas diferentes formas. Podem solubilizar compostos hidrofobicos
devido a formacdo de micelas, aumentando a solubilidade do composto organico ¢ sua
disponibilidade para célula, ou entdo, podem causar alteragdes na superficie celular, tornando-

a mais hidrofobica, aumentando assim o contato direto entre a célula ¢ o substrato.

5.3.7 - Toxicidade frente ao fenol

Células de P. aeruginosa L2-1 foram mantidas em meio mineral contendo glicerol
como fonte de carbono e energia. O fenol foi adicionado em diferentes concentragdes durante
a fase exponencial de crescimento. Apoés uma hora de exposi¢do ao fenol, o microrganismo
continuou em fase exponencial, mas reduziu as taxas de crescimento. Com uma concentracao
acima de 0,03 mol/L de fenol e ap6s duas horas de contato com o composto toxico, as células

entraram na fase estacionaria.

O ramnolipidio adicionado no meio de cultivo ndo afetou o crescimento celular de P.
aeruginosa L2-1. Calculando as taxas de crescimento de todas as culturas e comparando com
a cultura controle foi possivel plotar o crescimento relativo na presencga do fenol em diferentes

concentragdes e na presenca do ramnolipidio. Como pode ser observado na Figura 27, a
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presenga de ramnolipidio no meio de cultura reduziu o efeito da toxicidade do fenol,

aumentando a E50% do microrganismo de 0,039 mol/L para 0,043 mol/L.
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Figura 27 — Inibicdo do crescimento de P. aeruginosa L2-1 na presenca e auséncia de
ramnolipidios. A linha marca o valor da E50% (concentracdo que causa 50% da inibi¢do no

crescimento) para o fenol.

A presenca de ramnolipidios no meio de cultivo causou uma reducdo na
biodisponibilidade do fenol para a bactéria, sendo que este fendmeno pode ser explicado pela
formag@o de micelas e a ligacdo destas com o fenol, levando a uma redugdo na quantidade
dissolvida do fenol no meio de cultivo e consequente aumento na E50% (CHRZANOWSKI et
al., 2009).

O principal alvo de compostos organicos toxicos em células procaridticas e
eucarioticas ¢ a membrana celular. Estes compostos causam uma maior fluidez na membrana,
levando a uma permeabilizagdo especifica. Uma importante reacdo adaptativa da bactéria
contra a toxicidade destes compostos ¢ a mudanga na composicdo dos acidos graxos das

membranas lipidicas (HEIPIEPER et al., 1995). E conhecido que a adigdo de ramnolipidio no
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meio de cultura pode alterar significativamente os niveis de proteinas extracelulares e de LPS
de membrana, causando uma alteracdo na permeabilidade celular (AL-TAHHAN et al., 2000;
SOTIROVA et al., 2009). Sendo assim, uma outra razdo no aumento da E50% causada pela
adicao de ramnolipidio foi possivelmente a alteracdo nos componentes da membrana celular,

levando a uma alteragdo na permeabilidade do fenol.

Células de P. aeruginosa sao frequentementes encontradas em solos, agua, plantas e
animais, sendo altamente tolerantes a uma variedade de condig¢des fisicas e possuindo uma
resisténcia relativa a agentes antimicrobianos, o que contribuiu para o seu sucesso ecologico ¢
seu papel como um organismo patogé€nico oportunista (GALES et al., 2001). O ramnolipidio
possui um papel fundamental para a colonizagdo de novos nichos ecoldgicos nas espécies de
P. aeruginosa, uma vez que pode atuar na diminui¢do da toxicidade de agentes
antimicrobianos, aumentar a disponibilidade de substratos hidrofobicos para a célula, alterar a
superficie celular e também atuar como uma agente antimicrobiano a uma variedade de

microrganismos.

5.3.8 - Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana dos ramnolipidios foi estimada através dos valores de MIC
50% (concentragdo inibitéria minima) definida como a menor concentragdo capaz de inibir o
crescimento microbiano em 50%. Para o teste foram utilizadas bactérias Gram + ¢ Gram -. A
Tabela 20 mostra os valores de MIC 50% obtidos contra as bactérias. Observou-se atividade
inibitdria contra Bacillus cereus, Micrococcus luteus ¢ Staphylococcus aureus, para Rha 1L.2-1
e atividade inibitoria contra Bacillus cereus e Micrococcus luteus para o ramnolipidio
JBR599. Os resultados obtidos sugerem que os ramnolipidios testados sdo mais efetivos
contra bactérias Gram-positivas, pois, dentre as linhagens Gram-negativas testadas nenhuma

apresentou sensibilidade.
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Tabela 20

Concentragdo inibitoria minima 50% (MIC 50%) do ramnolipidio JBR599 ¢ Rha L2-1.

MIC 5

Microrganismo / Ramnolipidio Jeneil JBR599  L2-1
Staphylococcus aureus ATCC25923 >256 128
Escherichia coli >256 >256
Bacillus cereus 32 32
Micrococcus luteus ATCC4698 32 32
Enterobacter sakazakii ATCC29004 >256 >256
Rhodococus equi ATCC6938 >256 >256
Salmonella entero ATCC13076 >256 >256

Contra B. cereus os ramnolipidios JBR599 e Rha L2-1 apresentaram a¢ao bactericida,

ja contra M. luteus e S. aureus a acdo foi bacteriostatica.

Benincasa et al., (2004) utilizando ramnolipidios produzidos pela linhagem P.
aeruginosa LBI a partir de residuos da produgdo de 6leo de soja encontraram que a agdo foi
mais efetiva contra bactérias Gram positivas do que contra Gram negativas. O MIC
encontrado foi de 8 pug/mL para Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus e Proteus mirabilis ;
4 ug/mL para Streptococcus faecalis ¢ 32 pg/mL para Pseudomonas aeruginosa. Abalos et
al., (2001) relataram que os ramnolipidios produzidos por P. aeruginosa AT10 mostraram
atividade antimicrobiana contra Pseudomonas aeruginosa ¢ Salmonella thyphimurium
entretanto, o composto apresentou maior espectro de agdo inibitoria contra bactérias Gram-
positivas como Bacillus cereus, Bacillus subtilis (64 ng/mL), Staphylococcus epidermidis (8
pg/mL) , Staphylococcus aureus (128 pg/mL) e Streptococcus faecalis (64ug/mL). Nitschke

et al,, (2009) mostraram que o ramnolipidio produzido por P. aeruginosa LBI possui
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atividade antimicrobiana contra B. cereus (64 pg/mL) e Mucor miehei (64 pg/mL) e uma

pequena inibi¢do em Neurospora crassa, S. aureus € Micrococcus luteus (256 ng/mL).

A variag@o observada nos resultados obtidos no presente estudo e os relatados na
literatura sdo devidos a diferenca na composi¢do das misturas de homologos dos
ramnolipidios avaliadas. Devido as propriedades intrinsecas dos ramnolipidios, os compostos
tenso-ativos interferem com as superficies celulares causando uma disrup¢do da membrana

celular (NITSCHKE et al., 2009).

Embora existam poucos relatos de atividade antimicrobiana de ramnolipidios observa-
se que o perfil ¢ semelhante, ou seja, maior agdo contra bactérias Gram-positivas. A atividade
antimicrobiana apresentada pelos compostos testados sugere possibilidade de aplicacdo em
diversos campos da industria de alimentos e cosméticos onde além das propriedades
emulsionantes a atividade antimicrobiana pode ser muito vantajosa, pois estes podem também

ser utilizados como agentes conservantes.
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6 — CONSIDERACOES FINAIS

Do total de 21 culturas isoladas, 2 microrganismos foram capazes de crescer e
produzir ramnolipidios ¢ PHAs no meio de cultivo proposto. Os microrganismos foram
identificados e caracterizados como sendo Pseudomonas aeruginosa, recebendo a seguinte

terminagdo: P. aeruginosa L.2-1 e P. aeruginosa B1-3.

As linhagens de P. aeruginosa utilizadas neste estudo foram capazes de produzir
ramnolipidios e PHAs a partir de manipueira, oleo de fritura e glicerol como substratos. Os
resultados apresentados mostram que a composi¢do dos ramnolipidios e PHAs variou de
acordo com a fonte de carbono e com a linhagem utilizada. A linhagem L2-1 crescendo em
manipueira adicionada com o6leo de fritura apresentou os melhores resultados quando
comparados com os outros substratos. Além de ser uma solucao do ponto de vista ambiental e
também agregar valor a estes residuos, a manipueira adicionada com o6leo de fritura pode

reduzir os custos de produgdo permitindo a obtengdo concomitante de ramnolipidios ¢ PHAs.

Além da caracterizacdo completa dos ramnolipidios ¢ PHAs pelas linhagens isoladas
foi feito também o perfil de produg@o das enzimas lipase e esterase que ajudaram a elucidar a
acdo dos biossurfactantes quando os microrganismos estao expostos a substratos hidrofobicos.
Ficou evidenciado que no substrato manipueira adicionado com o6leo de fritura os
ramnolipidios participam da solubilizacdo e conseqiiente captacdo de substratos hidrofébicos
para os microrganismos. J& no substrato oleo de fritura a lipase e esterase atuam na
degradacdo do o6leo em 4cidos graxos e glicerol, sendo que a maioria da produgdo de
ramnolipidios ocorre ap6s o consumo de grande parte do substrato, ndo tendo assim um papel

fundamental na solubilizacdo do 6leo.

O PHA ¢ produzido durante a fase exponencial de crescimento, ja o ramnolipidio

durante a fase estacionaria, ocorrendo entdo uma produgio simultidnea destes dois compostos.

A manipueira se mostrou um substrato alternativo com potencial para a produgdo de
ramnolipidios e PHAs, principalmente quando adicionada com o6leo de fritura. A técnica
utilizada neste trabalho (HPLC/MS) foi capaz de caracterizar e quantificar os ramnolipidios

produzidos pelas linhagens neste substrato.
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O ramnolipidio produzido pela linhagem P. aeruginosa L.2-1 no substrato manipueira
adicionado com oleo de fritura apresentou excelentes propriedades tenso-ativas além de
potencial para uso na remediacdo de ambientes contaminados, possuindo caracteristicas
semelhantes e algumas vezes melhores que o ramnolipidio comercial JBR599 (Jeneil

Biosurfactant Co.).
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7 — CONCLUSOES

e Entre os meios avaliados, o meio manipueira adicionado com 6leo usado apresentou-

se como o melhor substrato para a producdo concomitante de ramnolipidios e PHAs;

e O PHA ¢ produzido durante a fase exponencial e o ramnolipidio durante a fase

estacionaria de crescimento;
e O ramnolipidio auxilia a dispersao e solubilizagdo de substratos imisciveis;
e As enzimas lipase e esterase sdo dependentes do substrato hidrofobico para a sintese;

e A presenca de insaturacdo na fonte de carbono esta ligada com o aumento no nivel da

propor¢ao de duplas ligagdes dos mondomeros de PHAs;

e A presenca de insaturacdo na fonte de carbono ndo esta ligada com a proporcao dos

ramnolipidios insaturados;

e A técnica LC/MS utilizando ionizagdo do tipo “electrospray” usada neste trabalho
permitiu a obtencdo completa do perfil das misturas de ramnolipidios sintetizados por

P. aeruginosa,

e O ramnolipidio produzido pela linhagem P. aeruginosa L.2-1 no substrato manipueira
adicionado com o6leo de fritura foi recuperado e apresentou excelentes propriedades
tenso-ativas, conferindo caracteristicas semelhantes e algumas vezes melhores que o

ramnolipidio comercial JBR599 (Jeneil Biosurfactant Co.).
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8 — PERSPECTIVAS FUTURAS

Os resultados e conclusdes mostrados neste trabalho nos permitiu chegar a algumas
perspectivas, ou seja, novos trabalhos que poderdo ser gerados futuramente ¢ que estdo

detalhados nos itens a seguir:

Produgdo concomitante de ramnolipidios e PHAs de P. aeruginosa no substrato
manipueira adicionado com o6leo usado em biorreator com consequentemente
otimizacdo dos pardmetros de fermentacdo, visando o aumento de producdo dos

compostos;

Estudo de novos métodos de extragdo e recuperacdo dos ramnolipidios com o intuito

do decréscimo do preco final do produto;

Estudar as principais propriedades e aplicagdes dos PHAs produzidos;

Utiliza¢ao do ramnolipidio produzido pelo isolado L2-1 em atividades de campo para

a lavagem de solos contaminados por hidrocarbonetos.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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