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RESUMO

Microrganismos produtores de biossurfactantes podem crescer em substratos soluveis
ou insoluveis em agua. Os biossurfactantes formam moléculas anfipaticas, que auxiliam
a formacdo de emulsdes e disponibilizam compostos a célula microbiana. Durante a
realizacdo deste trabalho, foi avaliada a produgcdo de raminolipideo, utilizando duas
fontes de carbono, foi realizado a caracterizagdo do raminolipideo se € mono ou di-
raminolipideo, foi obter mutantes resistentes ao cloranfenicol com alta producao de
raminolipideo e foi realizada a identificagdo dos pigmentos. As seis linhagens positivas
para producdo de raminolipideo, foram utilizadas para producédo do biossurfactante em
meio MLR contendo glicerol (2%) e/ou petroleo bruto (5%) como fonte de carbono.
Destas a menor tenséo superficial (37,7 mN/m) e a maior produ¢ao de raminose (1,4
g/L) foram observadas apos 10 dias de fermentagdo com a linhagem UFPEDA — 569 no
meio MLR contendo petroleo. Foi observado também que as linhagens UFPEDA- 571 e
UFPEDA- 612 se destacaram por produzirem raminose na concentragao de 1,9 g/L e
1,2 g/L respectivamente em meio MLR mais glicerol com tensao superficial de 52,9
mN/m e 53,7 mN/m. O biossurfactante produzido por estas linhagens foi identificado
como mono-raminolipideo, através da cromatografia em camada delgada, e as
linhagens (UFPEDA-572, 613 e 614) produziram di-raminolipideo, com duas raminoses
na sua estrutura. Nao foi evidenciada alteracao significativa do pH em nenhum dos
meios utilizados. Todas as linhagens foram identificadas como Pseudomonas
aeruginosa através dos meios Caldo Asparagina e Caldo Acetamida. Os métodos
utilizados neste trabalho para quantificacdo do biossurfactante raminolipidico foram
satisfatorios para estudo da diversidade microbiana, ndo excluindo as bactérias para

uso em biorremediacdo de ambientes poluidos por petréleo e seus derivados.



ABSTRACT

Biosurfactant producing microorganisms can grow in water-soluble or non-water-soluble
substrates yielding amphiphilic molecules assisting on emulsion formation and on
availability of these composites to the microbian cell. During the accomplishment of this
work it was evaluated the rhaminolipid production using two sources of carbon, the
characterization between mono- or di-rhaminolipid, the attainment of chloranfenicol
resistant mutants with high production of rhaminolipid beyond of the bacteria
identification. Six rhaminolipid production test positive strains were used for production
of the biosurfactant in MLR medium containg glycerol (2%) and/or crude oil (5%) as
source of carbon. The lowest superficial tension (37,7 mN/m) and the highest production
of rhamnose (1,4 g/L) were observed after 10 days of fermentation in the UFPEDA-569
strain in MLR plus oil medium. It was also observed that UFPEDA-571 and UFPEDA-
612 strains were detached by rhamnose production under 1,9 g/L and 1,2 g/L
concentration respectively in MLR plus glycerol medium and superficial tension of 52,9
mN/m and 53,7 mN/m. The biosurfactant produced by these strains was identified as a
mono-rhaminolipid through the chromatography in thin layer (TLC). Other strains
(UFPEDA-572, 613 and 614) produced di-rhaminolipidic surfactant with two rhamnose in
the structure. It was not observed significantly pH alteration on neither of the used
medium. All strains were identified as Pseudomonas aeruginosa by Asparagine broth
and Acetamide broth. The methods used in this work for quantification of rhaminolipidic
biosurfactant were satisfactory for study of microbian diversity, not excluding the

bacteria for bioremediation usage and on oil or oil derivated polluted environments.
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1. INTRODUGAO

Os biossurfactantes sdo metabdlitos produzidos por diversos microrganismos,
particularmente bactérias, que podem utilizar substratos soluveis em agua como glicose
e glicerol, ou insoluveis como: hidrocarbonetos, gorduras e acidos graxos. Como os
surfactantes quimicos, os biossurfactantes podem ser usados em processos que
envolvam emulsificagdo, detergéncia, floculagcdo e dispersdo ou solubilizagao.
Entretanto, os biossurfactantes apresentam algumas vantagens, sobre os surfactantes
quimicos, tais como baixa toxicidade, alta biodegradabilidade e melhor compatibilidade
ambiental.

Os surfactantes quimicos causam problemas ecoldgicos em decorréncia de sua
resisténcia a degradacgao, além de apresentarem diferentes graus de toxicidade, sendo
toxicidade dependente da estrutura quimica (KANTIN, 1980).

A industria petrolifera vem utilizando microrganismos ou seus produtos para
aumentar a recuperagao do petréleo, sendo este processo conhecido como MEOR -
(Microbial Oil Recovery Enhancement) - o qual apresenta vantagens importantes com
relacdo aos métodos convencionais. A aplicacéo de biossurfactantes € uma estratégia
importante, uma vez que altera algumas caracteristicas fisico-quimicas do petroleo,
facilitando ou aumentando a sua produgdo nos pogos, além de apresentar inUmeras
vantagens ecologicas (FIECHTER, 1992)

Os biossurfactantes, além da aplicacdo na recuperacao do petréleo, também tem
aplicacdo na formulagdo de herbicidas e pesticidas para a agricultura, na industria
alimenticia, como aditivo em condimentos, e ainda nas industrias farmacéutica, téxtil e
cosmética (YAMANE, 1987; LIN et al., 1993; SHEPHORD et al., 1995).

Os biossurfactantes glicolipidicos consistem de carboidratos hidrofilicos e longas
cadeias de acidos alifaticos ou acido hidroxi-alifatico, sendo a classe mais comum de
compostos de superficie ativa, produzida por diversos microrganismos. Neste grupo séo
encontrados os raminolipideos, que sao produzidos por muitas bactérias entre elas
Pseudomonas, que apresentam uma grande propriedade de superficie ativa, quando

cultivadas sobre diferentes fontes de carbono (SIM et al., 1997).



A producgao e a caracterizagao de biossurfactante raminolipidico € uma estratégia
importante em decorréncia da sua aplicagao biotecnoldgica que pode ser utilizada para
biorremediacédo de areas impactadas ou para aumentar a produgao terciaria de petréleo
(MEOR).



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a produgdo de raminolipideos por bactérias isoladas de pogos de
petroleo, obter mutantes resistentes ao cloranfenicol e caracterizar o tipo de
raminolipideo produzido.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar e quantificar a producao de raminolipideos pelas bactérias utilizando

petréleo bruto e/ou glicerol como fontes de carbono;

e Selecionar mutantes resistentes ao cloranfenicol;

e Caracterizar o tipo de raminolipideo produzido por cromatografia em camada

delgada;

¢ |dentificar quais os pigmentos produzidos pelas diferentes bactérias.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Biossurfactantes

Os surfactantes representam uma importante classe de compostos quimicos que
se caracterizam por apresentarem moléculas anfipaticas, constituidas por porgdes
hidrofilicas e hidrofébicas, que em fungdo da presenca destes grupos, tendem a se
distribuir nas interfaces entre fases fluidas com diferentes graus de polaridade
(6leo/agua e agual/dleo). Em decorréncia destas propriedades, estes compostos
reduzem a tensdo superficial e interfacial, formam microemulsdes com os
hidrocarbonetos, proporcionando uma grande diversidade de aplicagbes industriais
(PALEJWALA & DESAI, 1989).

O mercado mundial de surfactante, atinge mais de 9,4 bilhdes de ddlares por ano
e segundo Desai & Banat (1997), a sua demanda aumenta a uma velocidade superior a
35%.

A grande maioria dos surfactantes disponiveis comercialmente, sdo obtidos por
sintese quimica a partir de derivados de petréleo. Entretanto, sua aplicacéo e utilizacao
podem causar impacto ambiental, uma vez que sao toxicos e nao biodegradaveis o que
tem levado ao desenvolvimento de pesquisas na busca de surfactantes naturais como
alternativa a produtos sintéticos existentes (DESAI & BANAT, 1997).

A liberagdo de hidrocarbonetos no meio ambiente através de atividades
industriais ou acidentes de derramamento de petréleo em ambientes marinhos, vém
causando grandes impactos ambientais (IQBAL et al., 1995).

Uma das alternativas para a remediacdo destas areas impactadas € a aplicagao
de surfactantes para a emulsificacdo do hidrocarboneto, o que permite o acesso
microbiano, desencadeando a atividade dos microrganismos hidrocarbonoclasticos
(BANAT, 1995).

O uso de biossurfactantes constituem uma tecnologia promissora, uma vez que
estes compostos sdo biodegradaveis e ndo causam toxicidade ao ambiente, o que tem
levado ao desenvolvimento de varias pesquisas na busca de surfactantes naturais,

como alternativa aos produtos sintéticos existentes (LIN et al., 1996).



Varios compostos com propriedades
organismos vivos, desde plantas (saponinas) até microrganismos (glicolipideos) e

também no organismo humano como os sais biliares que s&do considerados surfactantes

naturais (NITSCHKE & PASTORE, 2002).

Os compostos de origem microbiana que exibem propriedades surfactantes, isto
e, diminuem a tensdo superficial e possuem alta capacidade emulsificante, sao

denominados biossurfactantes e consistem de produtos metabdlicos de bactérias,

fungos e leveduras (FIECHTER, 1992).

Os biossurfactantes constituem uma das principais classes de surfactantes
naturais. Diferentemente dos surfactantes sintéticos, que sao classificados pela
natureza do seu grupo polar, os biossurfactantes sdo colocados dentro de categorias,

de acordo com a composi¢ao quimica e sua origem microbiana (DESAI & DESAI,

1993).

As principais classes destes compostos incluem glicolipideos, lipopeptideos,

lipoproteinas, fosfolipideos e acidos graxos além de surfactantes poliméricos e

surfactantes particulados (Tabela 3.1).

Tabela 3.1- Diversidade de surfactantes de origem microbiana (MULLIGAN et al.,

2001).

tenso-ativas sao sintetizados por

Biossurfactantes

Microrganismos

Referéncia

Lipopeptideo
Surfactina
Raminolipideo
Soforolipideo
Soforolipideo
Fosfolipideo
Raminolipideo
Lipopeptideo
Glicolipideo

Bacillus licheniformis
Bacillus subtilis

Bacillus sp.

Candida bombicol

Candida lipolytica Y-917
Corynebacterium insidiosum
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas fluorecens

Rhodococcus sp.

Horowitz et al., 1990
Arima et al., 1968
Banat, 1993

Gobbert et al., 1984
Lesik et al., 1989

Akit et al., 1981

Robert et al., 1989

Neu et al., 1990
Abu-Ruwaid et al., 1991




Em geral, a estrutura quimica dos biossurfactantes € constituida por uma parte
hidrofilica, composta de aminoacidos ou peptideos, anions ou cations, mono, di, ou
polissacarideos, e a porgao hidrofébica frequentemente composta de acidos graxos
saturados, insaturados ou hidroxilados, ou ainda composta de peptideos anfifilicos ou
hidrofilicos (GEORGIOU et al., 1992).

Fiechter (1992) e Willumsen & Karlson (1997) dividem os biossurfactantes em
duas categorias: na primeira categoria encontram-se os biossurfactantes de baixo peso
molecular que compreendem os glicolipideos, soforolipideos, lipideos de trealose,
acidos graxos e fosfolipideos os quais se caracterizam pela capacidade de baixar a
tensdo superficial, enquanto na segunda categoria se encontram os polimeros de alto
peso molecular, tais como os bioemulsificadores, polissacarideos anfipaticos. Nestes,
necessariamente ndo sdo encontradas as duas partes, hidrofobica e hidrofilica. Cooper
& Zajic (1980) relatam que em meio aquoso os bioemulsificadores afetam a formacéo
da emulsao e da sua estabilidade, e as vezes reduzem a tensao superficial.

Os biossurfactantes frequentemente estdo relacionados com a absorcdo de
hidrocarbonetos, além de serem sintetizados predominantemente por microrganismos
degradadores de hidrocarbonetos. Entretanto alguns biossurfactantes também podem
ser produzidos em meios de cultura, utilizando compostos soluveis em agua como
glicose, sacarose, glicerol, etanol (GUERRA-SANTOS et al., 1986; COOPER &
GOLDENBERG, 1989).

A estrutura quimica dos biossurfactantes em geral apresenta uma porgao
lipofilica usualmente composta por cadeia hidrocarbénica de um ou mais acidos graxos,
que podem ser saturados, insaturados, hidroxilados ou ramificados, ligados & uma
por¢ao hidrofilica, que pode ser um éster, um grupo hidréxi, fosfato, carboxilato ou
carboidrato. A maioria dos biossurfactantes, sdo neutros ou anidnicos variando desde
pequenos acidos graxos a grandes polimeros (CAMEOTRA & MAKKAR, 1998 e
BOGNOLO, 1999).

Os biossurfactantes apresentam vantagens de serem sintetizados a partir de
substratos renovaveis e de possuirem uma grande diversidade quimica, possibilitando

aplicagdes especificas para cada caso particular. A modificagdo da estrutura quimica e



das propriedades fisicas dos biossurfactantes através de manipulagbes genéticas ou
quimicas permite o desenvolvimento de produtos para necessidades especificas
(DESAI & BANAT, 1997).

3.1.1 Atividades dos Biossurfactantes

Os Dbiossurfactantes apresentam diferentes atividades que podem ser
determinadas através da mudanca da tensao superficial e interfacial, estabilizagao ou
desestabilizacdo de emulsdes e também pelo (HLB) balango hidrofilico-lipofilico (DESAI
& BANAT, 1997).

Segundo Mulligan & Gibbs, (1993) as caracteristicas basicas essenciais de um
bom surfactante s&o eficiéncia e efetividade. A eficiéncia pode ser determinada através
da concentragdo de micelas criticas (CMC) que varia de 1 a 2000 mg/L e a efetividade
esta relacionada com as tensdes superficiais e interfaciais.

Para avaliar a atividade surfactante um dos indices mais utilizados é a
concentragdo de micelas criticas (CMC) que é o efeito da solubilidade de um
surfactante na fase aquosa. Segundo Lin (1996) e Desai & Banat, (1997) em altas
concentragdes do biossurfactante a redugéo da tensao superficial atinge niveis criticos,
acima dos quais moléculas anfifilicas se associam para formar estruturas
supramoleculares como micelas, bicamadas e vesiculas. As forcas que prendem estas
estruturas incluem interagdes hidrofébicas, forga de Van der Waals, forgas eletrostaticas
e pontes de hidrogénio (GEORGIOU et al., 1992).

A formagao de micelas pode resultar na solubilizagédo do 6leo ou da agua em
outras fases, dando origem a microemulsées (GEORGIOU et al., 1992). Segundo Desai
& Banat (1997) a tensao superficial da agua é 72 mN/m e a adigdo de biossurfactante
baixa este valor para 30 mN/m indicando que esse produto apresenta uma boa

atividade.



3.1.2 Aplicagoes dos Biossurfactantes

A maioria dos biossurfactantes possui algumas caracteristicas comuns que
conferem vantagens sobre os surfactantes convencionais como: a atividade superficial
e interfacial destes compostos, sdo mais eficientes e mais efetivos do que os
surfactantes convencionais (detergentes anidnicos sulfatados), uma vez que produzem
menor tensdo superficial em menores concentracdes e a concentracdo de micelas
critica (CMC) dos biossurfactantes (medida de eficiéncia) varia entre 1-2000 mg/L
enquanto que a tenséo interfacial (6leo/agua) e superficial fica em torno de 1 e 30
mN/m (BOGNOLO, 1999).

Em relacdo & biodegradabilidade, ao contrario dos surfactantes quimicos, os
biossurfactantes sao facilmente degradaveis na agua e no solo, se apresentam
altamente adequados para aplicagdes na biorremediacdo e no tratamento de residuos
contaminados por pesticidas e por petréleo (MULLIGAN & GIBBS, 1993).

A baixa toxicidade dos biossurfactantes permite sua utilizacdo em alimentos,
cosméticos e produtos farmacéuticos (CAMEOTRA & MAKKAR, 1998; FLASZ et al
(1998);

Segundo Desai & Banat, (1997) a recuperacdo do petréleo utilizando
biossurfactantes, constitui atualmente uma importante estratégia para a industria do
petréleo, uma vez que microrganismos e produtos de seu metabolismo sédo utilizados
para aumentar a recuperagao do petréleo terciario. Este processo conhecido como
MEOR (Microbial Oil Recovery Enhancement) , aumento da recuperagao do 6leo por
microrganismos, apresenta vantagens importantes em relagdo aos métodos
convencionais. Os surfactantes alteram algumas caracteristicas fisico-quimicas do
petréleo, facilitando ou aumentando a sua produgao nos pogos (FIECHTER, 1992).

Os biossurfactantes apresentam grande interesse industrial em decorréncia do
amplo espectro de aplicagbes, incluindo emulsificagcdo, separacdo de fase,
solubilizagdo, estabilizacdo ou emulsificagdo, inibicdo de corrosdo e reducido da
viscosidade (KOSARIC et al., 1987).



Os biossurfactantes sdo necessarios, para aplicagdo na agricultura, construgéo
civil, producéao de plasticos, estabilizacado de alimentos e bebidas, além de ser utilizados
em cosméticos e nas industrias de couro, papel e metal.

A utilizacdo de microrganismos produtores de biossurfactantes para industria
petrolifera, como o aumento da recuperagao do petroleo — MEOR — in situ requer que
os agentes produtores apresentem algumas caracteristicas diferentes. Segundo KHIU &
KHAN (1994) microrganismos para MEOR devem tolerar altas temperaturas, pH acido
ou alcalino, salinidade e pressao, além de crescer em condicdes anaerdbias ou
microaerofilas.

Clark & Kline, (1981) relatam que 50-70% dos pogos de petréleo nos Estados
Unidos suportam crescimento microbiano com pH entre 4-8, temperaturas de 75°C e
salinidade de 10%.

Tem sido observada uma ampla utilizagdo de biossurfactantes na industria do
petroleo, particularmente na degradacdo de hidrocarbonetos (BANAT, 1995),
biorremediacao de solos contaminados por metais pesados (MULLIGAN et al., 2001), e
biodegradacao de pesticidas (MATA-SANDOVAL et al., 2001).

No entanto o emprego de biossurfactantes tem sido limitado a algumas
aplicacbes restritas pelo fato de seu uso ndo ser economicamente competitivo. Sua
aplicacdo comercial é determinada pelo seu custo e propriedades em relagdo ao
surfactante sintético. Uma solugao seria a maior exploragéo da fisiologia, bioquimica e
genética das linhagens produtoras de biossurfactantes, visando a melhoria do processo
tecnolégico com reducéo dos custos de producao (FIECHTER, 1992).

Atualmente inumeros casos de derramamento de petroleo em area costeira tém
causado varias catastrofes ecoldgicas e sociais. A capacidade emulsificadora dos
biossurfactantes tem contribuido para acelerar a degradagao dos hidrocarbonetos no
ambiente e assim os biossurfactantes se apresentam como um poderoso instrumento
no controle da poluigdo ambiental (ATLAS & BARTHA, 1992; ATLAS, 1993;
BERTRAND et al., 1994).

Outra caracteristica importante dos biossurfactantes € um papel importante na

area médica uma vez que também apresentam atividade antimicrobianas incluindo
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antifungica, antibacteriana, antimicoplasma e antiviral além da aplicagdo preventiva
para retardar o crescimento de biofilmes patogénicos em cateteres e outros materiais
médicos insercionais, levando a diminuicdo de infeccbes hospitalares sem a
necessidade de farmacos ou agentes quimicos sintéticos (SINGH & CAMEOTRA,
2004). Eles tém sido usados para transfeccdo génica (NAKANISHI, 2003), adjuvantes
para antigenos (MITTENBUHLER, 1997), uso como probidtico (BENGMARK, 1998),
inibidores da formacéo da rede de fibrina e ativadores da via de fibrindlise (KIKUCHI &
HASUMI, 2002). Um dos mais benéficos usos dos biossurfactantes € como antiadesivos
(SINGH & CAMEOTRA, 2004).

Alguns compostos apresentam propriedades antibidticas que atuam rompendo a
membrana do microrganismo. Dentro deste grupo sao encontrados os lipopeptideos da
familia Inturin produzido por Bacillus subtilis que apresentam propriedades antifungicas
(SANDRIN et al., 1990; THIMON et al., 1992); Candida antartica que apresenta
atividade antimicrobiana (KITAMOTO et al., 1993) e Bacillus licheniformis que inibe

bactérias, fungos filamentosos e leveduras (FIECHTER, 1992)

3.1.3. Raminolipideos

Raminolipideos sdo surfactantes naturais denominados biossurfactantes, que
sdo produzidos por microrganismos que tém a propriedade de crescer em substratos
soluveis ou insoluveis.

A grande variedade de estruturas € uma caracteristica dos biossurfactantes,
onde se observa: glicolipideos, lipopeptideos, lipoproteinas, fosfolipideos, acidos graxos
e lipideos neutros (GEORGIOU et al., 1992). Entre os diversos tipos os biossurfactantes
glicolipidicos sdo constituidos por carboidratos em combinagdo com longas cadeias de
acidos alifaticos ou acidos hidroxialifaticos. Entre os glicolipideos, os mais conhecidos
sao os raminolipideos, trehalolipideos e soforolipideos. Uma espécie microbiana,
dependendo da fonte de carbono disponivel no processo de fermentacéo, pode produzir
diferentes tipos de glicolipideos (DESAI & BANAT, 1997).
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A producdo de glicolipideo contendo raminose foi inicialmente observada por
Jarveis & Johnson em 1949, através da fermentagdo de Pseudomonas pyocyanea
tendo glicose como fonte de carbono. Segundo Thazibi (2004) na década de 60
Bergstrom et al., (1946) determinaram & via biossintética do biossurfactante
raminolipidico que ocorre por transferéncia sequencial do raminosil, enquanto
OCHSNER et al., (1994) identificaram e caracterizaram um gene envolvido na
regulagdo da biossintese do raminolipideo produzido por P. aeruginosa. A estrutura
quimica do raminolipideo s6 foi elucidada por Edwards & Hayashi (1965) que
demonstraram a ligacao 1,2 3 — hidroxidecanoil — 8 - hidroxidecanoato, apés oxidagao e
metilagdo com periodato (Figura 3.1).

P. aeruginosa pode produzir quatro diferentes homologos de raminolipideo, os
quais sao caracterizados por uma ou duas unidades de L-raminose e uma ou duas
unidades do acido B-hidroxidecandico. O raminolipideo L-raminosil-Lraminosil-3-
hidroxidecanoil-B-hidroxidecanoato (RL2) € um dos principais raminolipideos produzido
por P. aeruginosa, assim como o RL 3, enquanto o L-raminosil-3- hidroxidecanoil-3-
hidroxidecanoato (RL1) e o RL 4 (mono-raminolipideo) sdo produzidos sob

determinadas e unicas condi¢bes de cultivo (THAZIBI et al., 2004).

CH—(CHy)s~CH
COOH

Figura 1- Estrutura quimica do Raminolipideo RL2 de Pseudomonas aeruginosa
THAZIBI et al., (2004).
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Os raminolipideos produzidos por Pseudomonas spp. possuem a capacidade de
diminuir a tensao interfacial contra n-hexadecano para 1 mN/m e a tensao superficial
para 25 a 30 mN/m (LANG & WAGNER, 1987).

Trehalolipideo € um glicolipideo produzido por diferentes géneros de
actinomicetos (LI et al., 1984 e GOBBERT et al., 1984) e tem sua estrutura quimica
constituida por acido micdlico, ligado ao dissacarideo trealose. O acido micolico € um
acido B-hidroxicarboxilico de cadeia longa cujo tamanho, estrutura e grau de
insaturacdo vai depender se o microrganismo produtor é: Rhodococcus, Nocardia e
Corynebacterium (COOPER & PADOCK, 1979, KRESTCHEMER et al., 1982).

Segundo Desai & Banat, (1997) os trehalolipideos estéo interligados a parede
celular e podem ser facilmente extraidos através de tratamento com n-hexano. A
composicdo e o0 numero de esterificacdo do acido micdlico nos trealolipideos
produzidos por diferentes espécies de actinomicetos sao influenciados pelas condigcbes
de cultivo.

Soforolipideo é um glicolipideo produzido por leveduras do género Torulopsis
constituido por um dissacarideo soforose, acetilado no carbono 6° a uma cadeia de
acido graxo hidroxilado. Durante a fermentagdo com Torulopsis sdo excretadas, uma
mistura de 6 a 9 tipos de soforolipideos altamente hidrofobicos (ITO & INOUE, 1982).

O crescimento de microrganismos em meios de cultura contendo fonte de
carbono hidrofébica como hidrocarbonetos induzem a produgdo de raminolipideo
(BANAT et al., 2000). Alguns autores (LANG & WULLBRANDT, 1999, RAHMAN et al.,
2002) relatam que as condicbes ambientais, a natureza do substrato e a fase de
crescimento, também influenciam na sintese do raminolipideo. Os substratos utilizados
por microrganismos para produgcdo de raminolipideos incluem alcanos, piruvato,
glicerol, succinato, frutose, 6leo de oliva, glicose, manitol, sais e elementos de traco
(MULLIGAN et al., 2001). Em geral, estes biossurfactantes anidnicos sdo produzidos
pelo género Pseudomonas e apresentam uma grande aplicagdo na industria do
petroleo (DESAI, 1987; DESAI & BANAT, 1997).

Os biossurfactantes excretados no meio de cultura pelas diversas espécies de

Pseudomonas constituem uma mistura complexa de diferentes raminolipideos (DEZIEL
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et al., 2000). A estrutura destes glicolipideos tem sido largamente estudada (DESAI &
BANAT, 1997; LANG & WULBRANDT, 1999; SIM et al., 1997). Estudos cromatograficos
e analises de espectrometria de massa dos raminolipideos produzidos por linhagens de
P. aeruginosa permitiram a identificacdo e a relativa quantificacdo de 28 diferentes
homologos (BENINCASA et al., 2004).

A determinagcdo quantitativa do raminolipideo indicara a produtividade do
raminose. Portanto, a caracterizagcao qualitativa indicando se o raminolipideo € mono ou
di-raminolipideo € importante para determinacao da produtividade.

O melhoramento de Pseudomonas para aumentar a produtividade de
biossurfactante raminolipidico, constitui uma abordagem importante e, segundo
Mulligan et al., (1989), P. aeruginosa resistente ao cloranfenicol produz dez vezes mais
raminolipideo que a linhagem parental.

A atividade de superficie dos raminolipideos RL1-RL4 em diferentes solugdes
aquosas foi estudada em funcédo da concentragcédo do eletrolito e do pH (SYLDATK et
al., 1985). A tensdo superficial deste biossurfactante raminolipidico atinge
aproximadamente 30mN/m e a concentragcao de micelas criticas mudam no intervalo de
0.01-0.4 milimetros dependendo da estrutura do raminolipideo (MATA-SANDOVAL et
al., 2001).

3.1.4. Género Pseudomonas

O género Pseudomonas pertence a ordem Pseudomonadales, familia
Pseudomonadaceae, composto por cerca de 128 espécies, divididas em grupos de
espécies proximas, e o género mais importante do ponto de vista clinico e ambiental
(ANZAI et al., 2000).

Morfologicamente esta bactéria apresenta bastonetes Gram-negativos isolados
ou em cadeias curtas com motilidade, possuem um ou varios flagelos polares
monotriquios, sdo aerobicos facultativos e em alguns casos crescem anaerobicamente
quando usam como aceptor de elétrons o nitrato. Sdo quimiorganotroficas e muitas

espécies sao quimiolitotréficas, podendo usar Hy ou CO como fonte de energia.
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Algumas espécies acumulam poli-R-hidroxibutirato, como material de reserva e podem
crescer entre 37° e 47°C (HOLT et al., 1994; BROOKS, et al., 2000).

Segundo Freitas & Barth, (2004) a cor das colonias em placa varia de acordo
com o tipo de pigmento produzido, geralmente sdo azul-esverdeadas, podendo também
ser marrom ou mesmo nao produzir pigmento. Outros pigmentos produzidos sdo a
pioverdina (amarelo-esverdeado), piomielina (marrom) e aeruginosina (vermelho).
Destes o ultimo segundo Ramalho et al., (2002), deriva da palavra grega aerugo
(ferrugem) por conta do pigmento vermelho (aeruginosina). Em presenca de sulfato
ferroso ocorre produgéo de um pigmento marrom escuro e em altas concentragbes de
sais de potassio aumenta a evidenciagdo de pigmento esverdeado. Ramalho et al.,
(2002)

Freitas & Barth, (2004) enfatizam que mais de 90% das linhagens produzem os
pigmentos piocianina e fluoresceina, que se caracterizam pela cor azul-esverdeada das
colénias quando cultivadas em &gar (TSORAEVA & MARTINEZ, 2000). Sais de
magnésio e potassio auxiliam a sua produgcédo (RAMALHO et al., 2002) enquanto que
dextrose e maltose aumentam o crescimento da colénia e reprimem a biossintese de
pigmento (CHEN et al., 1996).

Para identificacdo da espécie, sdo utilizados varios testes bioquimicos entre os
quais destacam-se: catalase, oxidase, fermentagdo da arginina, hidrolise da gelatina,
hidrélise da caseina, hemolise, degradagdo de acgucares entre outros (TSORAEVA &
MARTINEZ, 2000).

As piocinas sao proteinas (bacteriocinas) de agado bactericida de pequeno
espectro que sao liberadas durante lise celular e quando absorvidas especificamente
pela superficie das bactérias susceptiveis, provocam sua morte (MICHEL-BRIAND &
BAYSSE, 2002). As piocinas, exercem sua toxidade através da degradagdao nao
especifica do DNA de células sensiveis. A grande quantidade dessas moléculas na
espécie oferece um importante papel competitivo entre as bactérias. Ha trés tipos de
piocinas na PA 01: tipo R, tipo F e tipo S (PARRET & DE MOT, 2002).

Tsoraeva & Martinez, (2000) relatam que o isolamento e identificagdo de P.

aeruginosa podem ser realizados em dois meios de cultura: Caldo Asparagina que
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permite caracterizar a produgéo de pigmento fluorescente e Caldo Acetamida que utiliza
este composto como fonte de carbono e nitrogénio produzindo aménia e acido acético
alcalinizando o meio e proporcionando a caracterizagdo da presenca de Pseudomonas.
Para a caracterizagédo de P. aeruginosa o meio Agar Cetrimida promove a produg¢ao do
pigmento fluorescente.

Reyes, (1981) enfatiza que P. aeruginosa € o unico organismo conhecido capaz
de produzir o metabdlito secundario chamado piocianina, que é um pigmento soluvel
em agua e também considerado um fator de viruléncia da bactéria. Tredget et al.,
(2004) mostram que a principal fungao da piocianina é extrair ion ferro e nutrientes para
sobrevivéncia.

Tais microrganismos produzem biossurfactantes que ndo podem ser
selecionados através da atividade hemolitica como acontece com o grupo de Bacillus.
Esta dificuldade decorre da presenca de - hemolisina em Pseudomonas que hidrolisa
0 agar sangue (SIEGMUND & WAGNER, 1991).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Bactérias

Foram utilizadas seis culturas bacterianas isoladas de pogos de petréleo do
Canto do Amaro/RN, e pertencentes a Colegao de Culturas de Microrganismos do
Departamento de Antibiéticos da UFPE (Tabela 4.1).

Tabela 4.1- Culturas da colecdo do Departamento de Antibidticos — UFPEDA -
utilizadas no estudo

N° Caddigo Fonte de isolamento *
UFPEDA
569 D1A1 AP 044
571 D1A2 AP 044
572 BB2 AP 044
612 C1 AP 194
613 C2 AP 194
614 D2 AP 194

* Pocos de petréleo do Canto do Amaro/RN

4.2 Condigoes de Cultivo

Todas as bactérias foram cultivadas em meio MPK Pseudomonas de King (KING
et al,1954) e Triptona Soy Agar, em frascos de Wheaton (tipo penicilina) a temperatura
de 30°C por 48 horas. Em seguida foi adicionado 3ml de 6leo mineral esterilizado aos
frascos, que foram fechados com selo de aluminio e depositados na Colecao de
Culturas do Departamento de Antibiéticos da Universidade Federal de Pernambuco
(UFPEDA).
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4.2.1 Meios de Cultivo

A composicédo dos meios esta descrita abaixo.
e Meio Pseudomonas de King-MPK-(King et al,1954), em g/L: Triptona 10;
Proteose peptona 10; K;HPO4 1,5; MgSO4. 7H20 1,5 pH 7,0-7,2
e Triptona de soja Agar-TSA- em g/L: Tripticase 15; NaCl 5; Peptona de soja 5;
agar 15.
e Meio Mineral Raminolipidico (MMR) segundo a metodologia de Siegmund &
Wagner, (1991), em g/L: KH,PO4 0,7; Na;HPO4 0,9; NaNO;3; 2,0; MgSO4.7H,0
0,4; CaCl,2H,0 0,1; solugcédo de elemento tracos* 2,0 mL; Cetiltrimetilaménio
brometo 0,2; azul de metileno 0,005; Agar 15; pH 6,5-7,0.
*Solugado de elementos tragos (g/L): FeSO4. 7H20 2,0; MNnSO4.H,0 1,5; (NH4)s MNO7. 4
H20 0,6.
e Meio MLR segundo Abu-Ruwaida et al., (1991) em g/L: NaHPO4 2,2; K;HPO4
1,4; MgS04.7H20 0,6; (NH4)2SO4 3,0; NaCl 0,05; CaCl; 0,02; FeSO4. 7 H2O
0,01; solucéo de sais* 0,001 mL. pH 6,8.
* Solugdo de sais (mg/L): ZnS04.7H,0 525; MnS04.4H,O 200; CuS04.5H,0 705;
Na;M0O0O,4.2H,0 15; CoCl,.6H,0 200; H3BO3; 15; NiSO4.6H,0 27.
e Caldo Asparagina em g/L: asparagina 4; KH,PO4 2; K;HPO4 20 ; MgS04.7H,0 1;
glicerol 16 mL; pH 6,9 a 7,2.
e Caldo Acetamida em g/L: acetamida 10; NaCl 5; KH,PO4 1,39; KoHPO,4 0,73;
vermelho de fenol 0,012; pH 6,9 a 7,2.
e Meio MPA-FI Pseudomonas Agar Fluoresceina (KING et al., 1954) em g/L:
Tryptona 10; Proteose peptona10; K;HPO4 1,5; MgS04.7H,0 1,5; Glicerol 10;
Agar 15; pH 7,0.
e Meio MPA-Pio Pseudomonas Agar Piociana (KING et al., 1954) em g/L: Peptona
20; MgCl, 1,4; K;S0O4 10; Glicerol 10; Agar 15; Agua destilada 1 L; pH 7,0.
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4.3 Ensaio Primario

Para caracterizacdo do biossurfactante, foi utilizado teste semi-quantitativo em
placa com cetiltrimetilamonio e um corante basico (azul de metileno) segundo a
metodologia descrita por Siegmund & Wagner (1991) . O biossurfactante aniénico forma
um par idénico insoluvel em presenga do cetiltrimetilamonio brometo, mais azul de

metileno. A composicdo do meio utilizado esta descrita no item 4.2.1.

4.4 Ensaio Secundario - Producao de Raminolipideo

Para producédo do raminolipideo, foi utilizado o meio liquido MLR segundo Abu-
Ruwaida et al., (1991) cuja composicao esta descrita no item 4.2.1, tendo como fontes
de carbono, glicerol (2%) e/ou petroleo bruto (5%). Durante a fermentacdo foram
avaliados: tensao superficial, crescimento celular e producédo de raminolipideo, através

da determinacéo da concentracdo de raminose, retiradas a cada 24 horas de cultivo.

Tensao superficial

A tenséo superficial foi determinada segundo metodologia Du Nouy desenvolvida
originalmente por Dr. Pierre Lacmte (COOPER & ZAJIC, 1979). Foi utilizado o
tensidmetro - marca CSC-DUNOQY 70.545 — que determina a tenséo superficial através

do anel de platina submerso em 10mL de amostra sem células.
Crescimento Celular
A quantificagdo da biomassa foi obtida por gravimetria, apos centrifugacéo de 5

mL de cada amostra a 10.000 rpm durante 5 minutos, seguida de lavagem e secagem a
80°C durante 24 horas.
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Determinacao do pH

Durante os cultivos 10 mL de amostra foram centrifugados (10.000 rpm/
5minutos) e o sobrenadante foi utilizado para medir o pH em potenciébmetro marca

Metrohm Herisau.

Quantificagao de Raminolipideo

Foi utilizada a metodologia descrita por DUBOIS (1956). Um volume de 2,0 mL
de amostra sem células foi adicionado a 50 uL de fenol e 5 mL de acido sulfurico,
seguido da leitura no espectrofotdbmetro em comprimento de onda de 480nm. A

concentragao foi determinada utilizando a curva padrao de raminose (Anexo 1).

4.5 Caracterizacao de Raminose

Um volume de 10 mL de amostra sem células foi precipitado pela adicéo de 0,89
de sulfato de aluminio seguido de agitagdo por uma hora, segundo a metodologia de
Schenk et al., (1995). O precipitado recuperado por centrifugacao, foi ressuspenso em
agua destilada e acidificado com HCI 1M até pH 2,0. Este extrato aquoso, foi tratado
com acetato de etila, agitado lentamente e a fase organica foi separada e concentrada

em rota evaporador, seguida da cromatografia em camada delgada.

4.5.1 Cromatografia em Camada Delgada

O extrato concentrado e o padrdo de raminose, foram submetidos a
cromatografia em camada delgada, aplicando-se 10 pyL ha placa de celulose (Merck) e
realizada a corrida cromatografica, com o sistema: cloroférmio: metanol: acido acético
(65:15:2). Apds a corrida, a placa foi borrifada com solugéo de Timol (0,5g de Timol em
etanol: acido sulfurico concentrado - 95:5) e revelada por aquecimento a 120°C / 20

minutos, seguindo-se a medi¢éo do Ry.



20

4.6 Selecao de bactérias resistentes ao cloranfenicol

Para a obtencdo de mutantes resistentes ao cloranfenicol foi utilizada a técnica
de gradiente em placa proposta por Szybalski (1952), utilizando-se cloranfenicol em

concentragdes de 30 a 220 yg/mL (Figura 4.1).

Placa com 12 mL de meio MPK, deixar solidificar, inclinada

L A
e o8 e

Adicionar mais 10 mL de meio MPIK, contendo 20 ugfml de cloranfenicaol

- Deixar a placa em paosicao horizontal por 207 para formar um gradiente de

concentragéo de antibidtico

+  Marcar as margeT de alta e baixa concentracdo de antibiotico

Semear 0,1 mL da suspensao bacteriana

l

Incubar a 30 °C

|

Selecionar a coldnia que cresce na area de maior concentragdo do antibidtico

Repetir o teste com a coldnia isolada, utilizando o meio MPK + cloranfenicol na
concentragdo mais alta

Fepetir o teste até a concentragdo de maxima resisténcia

Figura 4.1 - Esquema do teste de gradiente em placa

4.7 ldentificagao das Culturas
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A confirmagéo da espécie P. aeruginosa foi realizada utilizando os meios Caldo
Asparagina e Caldo Acetamida cujas composi¢des estao no item 4.2.1.

Em meio Caldo Asparagina, apos 24 horas de cultivo, ocorre a liberagdo do
pigmento fluorescente esverdeado, evidenciado através da luz ultravioleta. No meio
Caldo Acetamida, ocorre a mudancga de cor evidenciada através do indicador vermelho

de fenol que muda a coloragéo de amarelo para vermelho brique em pH alcalino.
4.8 Identificacdao de Pigmentos em Pseudomonas aeruginosa
Para verificar se as linhagens de Pseudomonas aeruginosa produzem o0s

pigmentos fluoresceina e piocianina, cada linhagem foi inoculada nos meios MPA-FI,

MPA-Pio, além do meio MPK-agar (itens 4.2.1) como controle.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Ensaio Primario

Para verificar a estabilidade das linhagens (UFPEDA-569, 571, 572, 612, 613 e
614) caracterizadas como produtoras de raminolipideo (DUARTE, 2003), foram
repetidos os testes de caracterizagdo do biossurfactante raminolipidico, através da
formacao de halos azuis (item 4.3). O didmetro dos halos azuis variam de 9 a 12 mm
(Figura 5.1), indicando a mesma atividade observada por DUARTE (2003).

Varios autores (HABA et al., 2000, SANTA ANNA et al., 2002, RAHMAN et al.,
2002) relatam a eficiéncia deste ensaio para caracterizagdo de biossurfactantes
raminolipidico em bactérias Gram-negativas, uma vez que, em Agar Sangue a atividade
hemolitica destas bactérias, indicativo da ocorréncia de biossurfactante em bactéria
Gram — positiva, seria mascarada pela producédo de B-hemolisina nas bactérias Gram-
negativas como destacado por Siegmund & Wagner (1991).

Figura 5.1- Formacgao de halos azuis pelas linhagens UFPEDA-610 e UFPEDA-612.
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5.2 Ensaio Secundario - Produgao de raminolipideo em meio liquido

As seis linhagens caracterizadas como produtoras de raminolipideos em meio
soélido (UFPEDA - 569; UFPEDA - 571; UFPEDA - 572; UFPEDA - 612; UFPEDA -
613 e UFPEDA — 614) foram investigadas quanto a producao destes biossurfactantes
em meios liquidos contendo glicerol (2%) e/ou petréleo bruto (5%) como fontes de
carbono.

Os resultados mostram que a tensao superficial final variou de 53,7 mN/m a 44,6
mN/m no meio MLR mais glicerol, num periodo de 96 horas onde pode ser observado
que cada linhagem apresentou a menor tensao superficial em tempos diferentes (Figura
5.2). As mesmas linhagens apresentaram tensdo superficial final variando de 28,3
mN/m a 40 mN/m (Tabela 5.1) quando foram cultivadas em meio MRL tendo como fonte
de carbono glicose (GOUVEIA et al., 2003) indicando a importancia da fonte de carbono
para a producdo do raminolipideo. Para estas linhagens glicose € melhor que glicerol
para produgdo do raminolipideo. Entretanto, em meio MG com glicerol, a tensao

superficial baixou até 28 mN/m. Portanto, ndo se pode afirmar que glicose € melhor.

60 1 504 529 535 537
50 | — — = 445 473
40 -
30
20 -
10 -

Tensao superficial
(mN/m)

569 571 572 612 613 614
48H 72H 48H 96H 48H 96H

Linhagens

Figura 5.2- Tensdo superficial das seis linhagens em meio MLR mais glicerol,
cultivadas sob agitacéo durante 96 horas.
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Tabela 5.1- Comparagédo da Tensao superficial final das linhagens cultivadas por 96

horas nos meios MLR + glicerol e MLR + glicose

Linhagens Meio MLR + Glicerol Meio MLR + Glicose *

N° Tensao superficial final Tensao superficial final
(UFPEDA) (mN/m) (mN/m)

569 50,4 41,0

571 52,9 29,8

572 53,5 30,0

612 53,7 34,05

613 44,6 30,0

614 47,3 28,3

* Resultados segundo Gouveia et al., (2003)

A concentragao de raminose, variou de 0,33 g/L para a linhagem UFPEDA-613

a 1,9 g/L para a linhagem UFPEDA-571 (Figura 5.3). A menor tensao superficial final

nao corresponde com a maior concentracdo de raminose, uma vez que altas

concentragdes de raminose foram observadas para as linhagens UFPEDA-571, 572 e

612 (Figura 5.3).
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Figura 5.3- Concentragcdo de raminose das seis linhagens cultivadas em meio MLR
mais glicerol.

Quanto a biomassa (Figura 5.4), maior concentracdo foi observada para as
linhagens UFPEDA-569 e 613, respectivamente 4,9 g/L e 2,57 ¢g/L, as quais
apresentaram as menores concentragdes de raminose respectivamente 0,61 g/L e 0,33
g/L (Figura 5.3) indicando que a produgdao de raminolipideo nao foi associada ao
crescimento celular. Houve alteragao significativa do pH na fermentagdo com o meio

MLR mais glicerol variando de 6,6 a 4,6.
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Figura 5.4- Biomassa obtida durante a fermentacdo em meio MLR mais glicerol como
fonte de carbono.

Gouveia et al., (2003) também observaram comportamento igual para as
mesmas linhagens quando cultivadas em meio MG mais glicerol.

Rahman et al., (2002) encontraram concentragdo de biomassa maior que 5 g/L
apenas quando glicerol foi adicionado apés a fase exponencial de crescimento durante
cultivo com P. aeruginosa em meio contendo glicose como fonte de carbono.

A produgdo de raminolipideos na fase estacionaria também foi observada por
outros autores (RON & ROSEMBERG, 2002; SANTA ANNA et al., 2002; RAHMAN et
al., 2002).

Quando se utilizou petroleo como fonte de carbono, os resultados observados na
figura 5.5 mostram que a tensao superficial final variou de 37,7 mN/m a 52,3 mN/m
mostrando que utilizando petréleo como fonte de carbono as linhagens apresentaram
menor tensado superficial que o observado no ensaio anterior utilizando glicerol como
fonte de carbono. Esta menor tensao superficial 37,7mN/m ocorreu apés 236 horas de
cultivo para a linhagem UFPEDA-569, enquanto que no meio MLR mais glicerol a
menor tensdo superficial final desta linhagem foi 50,4 mN/m com 48 horas de cultivo

(Figura 5.2). Além do mais, a concentragdo de raminose 1,4 g/L (Figura 5.6) foi a mais
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alta entre as linhagens testadas, indicando que o petréleo como fonte de carbono é
melhor que o glicerol para esta linhagem. Houve alteragdo significativa do pH na

fermentagcdo com o meio MLR mais petréleo bruto variando de 7,0 a 4,6.

E 60 -
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569 571 572 612 613 614
236 h 236 h 96 h 120h 96 h 48h
Linhagens

Figura 5.5- Tensao superficial das seis linhagens em meio MLR mais petréleo bruto
cultivadas sob agitacéo durante 236 horas.
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Figura 5.6- Concentragao de raminose (g/L) das seis linhagens cultivadas no meio MLR
mais petroleo bruto, durante 236 horas de fermentacgao.
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A concentragdao de raminose neste meio MLR mais petroleo variou de 0,37 g/L
(UFPEDA-572) a 1,4 g/L (UFPEDA-569) em diferentes tempos de fermentacéo.

Santa Anna et al., (2000) utilizando P. aerugionosa PA1, isolada de ambientes de
petroleo, e 0 mesmo meio de cultura, obtiveram 0,76 g/L de raminose apds 7 dias de
fermentacéo.

De modo geral maiores produgdes sao geralmente obtidas em cultivos em
batelada alimentada. Rahman et al., (2002), obtiveram maior produg¢ao quando utilizou
Oleo de soja ou glicerol, em cultivos com P. aeruginosa DS10-129, apés 46, 144 e 192

horas de fermentacdo em batelada alimentada.

5.3 Selecao de Bactérias Resistentes ao Cloranfenicol

Durante este ensaio foram testadas concentragdes de 30 pg/mL a 300 pg/mL de
cloranfenicol. A linhagem UFPEDA-614 apresentou maior resisténcia ao cloranfenicol
em relagdo as demais linhagens, com concentragao de 220 ug/mL. A menor resisténcia
foi observada para a linhagem UFPEDA-572 com concentragcéo de 190 pg/mL (Tabela
5.2).

Tabela 5.2 — Linhagens resistentes a diferentes concentra¢des de cloranfenicol.

N° da Concentragao de Cloranfenicol
UFPEDA (Mg/mL)
569 200
571 200
572 190
612 200
613 200
614 220

As linhagens resistentes as diferentes concentragdes de cloranfenicol foram

submetidas a cultivos em meio MLR + glicerol com cloranfenicol. Os resultados
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apresentados na Figura 5.7 mostram que as menores tensdes superficiais 40,8 mN/m e
33,1 mN/m foram observadas para as linhagens UFPEDA-569 e 614 respectivamene,
apoés 48 e 72 horas de cultivo. Estes resultados comparados com aqueles obtidos com
a linhagem parental (Figura 5.2) mostram que a tensdo superficial diminuiu para as
linhagens resistentes ao cloranfenicol indicando que estes mutantes resistentes s&o
altos produtores de raminolipideo como foi observado por Mulligan, (1989) para

Pseudomonas aeruginosa resistentes a 150 ug/mL de cloranfenicol.

50,4 929 507 525

40,8

33,1

Tensao superficial (mN/m)
= N W A O O

o O O O O O o

| | | | | |

569 571 572 612 613 614

48 h 48 h 24 h 24 h 48 h 72h
Linhagens

Figura 5.7- Tensao superficial das seis linhagens resistentes ao cloranfenicol em meio
MLR mais glicerol, cultivadas sob agitagdo durante 120 horas.

Este melhoramento das linhagens foi confirmado através da quantificagdo de
raminose, onde foram observados concentragdes de 18,9 g/L para UFPEDA-614 e 28,5
g/L para UFPEDA-569. As linhagens UFPEDA- 572, 612 e 613 alcancaram uma
concentragdo de 35,66 g/L entre 24 e 96 horas de fermentagdo (Figura 5.8). Houve
alteracao significativa do pH no cultivo com o meio MLR mais glicerol com cloranfenicol
variando de 6,7 a 4,6.
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Figura 5.8- Concentragdo de raminose das seis linhagens resistentes ao cloranfenicol
em meio MLR mais glicerol, cultivadas sob agitagao durante 120 horas.

A linhagem parental (UFPEDA-614) produziu com 48 horas apenas 0,47 g/L de
raminolipideo, ocorrendo um aumento de 38% para a linhagem resistente ao
cloranfenicol. As linhagens parentais (UFPEDA-572, 612 e 613), que produziram
respectivamente, 1,64 g/L; 1,2 g/L e 0,33 g/L de raminolipideo; o aumento variou de 22
a 108 vezes mais (Tabela 5.3). Estes resultados sdo superiores aqueles observados
por Mulligan, (1989) para P. aeruginosa, cujo aumento observado foi de 10 vezes para

um mutante resistente ao cloranfenicol
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Tabela 5.3- Aumento (numero de vezes) da concentragdo de raminose das linhagens

parentais e dos mutantes resistentes no meio de fermentagdo MLR mais glicerol

Linhagens Parental Mutantes Resistentes Aumento
N° UFPEDA Raminose (g/L) Raminose (g/L) (N° de vezes)

569 0,61 28,5 47

571 1,9 35,6 19

572 1,64 35,6 22

612 1,2 35,6 29

613 0,33 35,6 108

614 0,47 18,9 40

5.4 Caracterizagao dos Raminolipideos

Através da cromatografia em camada delgada foi possivel separar os
componentes mono e di-raminosil de acordo com a mobilidade do agucar (item 4.5). A
fragdo menos movel, corresponde ao fragmento di-raminosil, enquanto a de menor
peso molecular que apresenta maior mobilidade corresponde ao mono-raminosil. A
producgao de diferentes tipos de raminolipideos pelas linhagens, foi observada por Wu &
Ju, (1998), mostrando que o biossurfactante produzido por Pseudomonas consiste de
pelo menos dois tipos principais de raminolipideos, o mono-raminolipideo (L-raminosil-
R-hidroxidecanoil-R-hidroxidecanoato) - RL-1 e o di-raminolipideo (L-raminosil-I-
raminosil-R-hidroxidecanoil- 3-hidroxidecanoato) - RL-2.

A Figura 5.9 apresenta a presenga de mono-raminose e di-raminose através da
cromatografia em camada delgada com R:; de 0,74 e 0,36, respectivamente. As
linhagens UFPEDA-569, 571, 572 e 613 produzem biossurfactante raminolipidico com
duas raminoses (di-raminolipideo) enquanto que, as linhagens UFPEDA-612 e 614

produzem raminolipideo com apenas uma raminose (mono-raminolipideo).
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Figura 5.9- Separacao de Mono-raminose (M) e Di-raminose (D) por cromatografia em
camada delgada (TLC) das linhagens (1): UFPEDA — 569, (2): UFPEDA-571, (3):
UFPEDA-572, (4): UFPEDA-612, (5): UFPEDA-613 e (6): UFPEDA-614.

Benincasa et al., (2004) observaram que o biossurfactante di-raminolipideo (RL-
2) € um dos produtos mais abundantes na cultura de P. aeruginosa LBI. Nesse
contexto, Déziel et al., (2000) analisaram a composi¢ao relativa do raminolipideo
durante diversos intervalos de tempo da linhagem 57RP de P. aeruginosa e nenhuma

mudanca significativa foi observada.

5.5 ldentificagdo de Pseudomonas aeruginosa

Das seis linhagens oxidase positiva analisadas pelo Kit Bac-Tray Il (LIMA, 2003)
todas foram confirmadas como pertencentes a espécie P. aeruginosa, entretanto, com
grau de seguranga em torno de 60%, sendo necessario recorrer a outros testes

bioquimicos para sua identificacao.
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Das seis linhagens oxidase positiva, todas foram inoculadas em Caldo
Asparagina, observando-se o crescimento turvo e produgédo de pigmento fluorescente
esverdeado evidenciado através de luz ultravioleta, sendo este resultado indicativo que
as linhagens sdo Pseudomonas. No ensaio confirmativo para P. aeruginosa no meio
Caldo Acetamida, as linhagens responderam positivamente, através da alcalinizagao do
meio mostrada pela alteragao de cor de amarela para purpura (figura 5.10) indicando

que as linhagens pertencem a espécie P. aeruginosa.

Figura 5.10- llustragdo da linhagem UFPEDA-614 no meio Caldo Asparagina e no meio
Caldo Acetamida.
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5.6 Identificagao de Pigmentos por Pseudomonas aeruginosa

No meio MPA-FI ocorre a formacgao de colbnias amarelo esverdeado difundidas
no Agar com zonas fluorescentes, observadas com luz UV, e no meio MPA-Pio ocorre a
producao do pigmento azul difundido no Agar, indicando a produgéo de piocianina.

Das seis linhagens, quatro (66,6%) linhagens (UFPEDA-571, 572, 612, 613)
produziram os dois pigmentos (fluoresceina e piocianina) e as outras duas (33, 4%)
linhagens (UFPEDA-569 e 614) produziram o pigmento fluoresceina. A Figura 5.11

apresenta a produgao dos pigmentos fluoresceina e piocianina.

Figura 5.11- Pigmentos fluoresceina e piocianina produzidos pelas linhagens UFPEDA-
569, 571 e 572.
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6. CONCLUSOES

e As linhagens UFPEDA-571 e 572 se destacaram como as maiores produtoras de
raminolipideo produzindo respectivamente 1,9 g/L e 1,64 g/L em meio MLR mais

glicerol, ndo sendo observado diminui¢cao da tensao superficial.

¢ No meio MLR mais petréleo a melhor linhagem foi UFPEDA-569 que produziu
1,4 g/L de raminolipideo e apresentou tensao superficial 37,7 mN/m.

e Pode-se concluir que nas condi¢des estudadas a producao de raminolipideo nao
esta associada ao crescimento, uma vez que sua concentragdo maxima so foi
obtida durante a fase estacionaria de crescimento, tipico de metabdlito

secundario.

e As linhagens estudadas foram resistentes a diferentes concentragbes de
cloranfenicol. A linhagem UFPEDA- 572 resistente a 190 ug/mL, as linhagens
UFPEDA-569, 571, 612 e 613 resistentes a 200 ug/mL, e a linhagem UFPEDA-
614 resistente a 220 pg/mL.

e As linhagens UFPEDA-572, 612 e 613 resistentes ao cloranfenicol se
destacaram como as maiores produtoras de raminolipideo no meio MLR mais

glicerol com producao de 35,6 g/L.

e As linhagens UFPEDA-569, 571, 572 e 613 produziram biossurfactante di-
raminolipidico e as linhagens UFPEDA-612 e 614 produziram biossurfactante

mono-raminolipidico.

e Das seis linhagens de Pseudomonas aeruginosa, quatro (UFPEDA-571, 572,
612, 613) produzem dois pigmentos (fluoresceina e piocianina) e duas

(UFPEDA-569 e 614) produzem somente fluoresceina.
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8. ANEXOS

8.1 Curva padrao de raminose
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y =3,5667x
R®=0,9856
0,03 0,04
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8.2 Tabela 6 — Analise dos parametros fisico-quimicos e bioldgicos das linhagens
estudadas na fermentagao com o meio MLR mais glicerol

Linhagens Tempo Tensao Raminose Biomassa
UFPEDA (Horas) superficial (g/L) (g/L)
mN/m
569 0 55,6 0,34 0,3
24 56 0,61 0,85
48 50,4 0,52 1,15
72 52,2 0,36 1,5
96 50,9 0,52 1,9
571 0 55,3 1 0,15
24 57,3 1,44 1,35
48 54,5 1,74 1,8
72 52,9 1,04 1,4
96 54,5 1,9 0,85
572 0 58,3 0,95 0,4
24 58 0,92 1,25
48 53,5 1,64 1,3
72 57,5 1,27 1,2
96 55,8 0,94 1,7
612 0 60,9 0,42 0,15
24 54,9 0,37 0,55
48 54,1 0,93 1
72 56,5 1,2 1,05
96 53,7 0,87 1,35
613 0 50,8 0,21 0,6
24 50,3 0,15 1,8
48 44,6 0,24 1,3
72 47 0,33 1,6
96 47,8 0,31 1,6
614 0 50,4 0,18 0,3
24 61,3 0,31 1,4
48 59,6 0,35 1,7
72 55 0,47 1,4

96 53,5 0,38
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8.3 Tabela 8- Analise dos parametros fisico-quimicos e biolégicos das linhagens
estudadas na fermentagcao com o meio MLR mais petréleo bruto.

Linhagens Tempo Tensao Raminose Biomassa
UFPEDA (Horas) superficial (g/L) (g/L)
mN/m

569 0 63,6 0,32 0,1
48 62,4 0,29 0,07

96 51,4 0,32 1,1

120 53,3 0,29 2
168 411 0,63 0,93

236 37,7 1,4 4,9
571 0 62,9 0,72 0,23
48 47,2 0,3 0,77

96 44 4 0,27 1,8

120 45,7 0,44 21
168 49,6 0,32 1,93
236 43,4 0,67 1,77

572 0 57,8 0,26 0,5
48 54,3 0,37 1,63
96 48,8 0,23 1,63
120 55,9 0,34 1,27
168 59,4 0,25 1,63
236 60,5 0,35 1,63
612 0 50,4 0,52 0,13
48 57,7 0,51 0,33
96 61,2 0,56 0,27

120 52,3 0,41 0,8

168 54,2 0,81 0,5

236 54,6 0,48 1,1
613 0 70,6 0,68 0,37
48 72,9 0,79 0,23
96 42,4 0,5 1,23
120 48 0,9 1,27
168 64,3 0,61 2,27

236 57,3 0,41 2,57
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614

48
96
120
168
236

49,9
42,8
44,3
46
8,4
46,5

0,65
0,38
0,28
0,48
0,66
0,38

0,25
1,1
1,15
1,4
1,55
1,85
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8.4 Tabela 9— Anadlise dos parametros fisico-quimicos e biolégicos das linhagens
estudadas na fermentacdo com o meio MLR mais glicerol com cloranfenicol.

Linhagens Tempo Tenséao Raminose Biomassa
UFPEDA (Horas) superficial (g/L) (g/L)
mN/m
569 0 68 18,9 0,41
24 60 14,2 0,08
48 40,8 9,2 0,37
72 60 7,13 2
96 56,9 28,5 0,44
120 62,1 22,4 0,16
571 0 58,5 8,2 0,12
24 55,2 35,6 0,05
48 50,4 16,4 0,18
72 60 249 0,19
96 63,7 25 0,45
120 59,5 34,6 24
572 0 68 14,3 0,23
24 52,5 25,3 0,23
48 57,8 33,5 0,29
72 58,4 35,3 0,32
96 54,9 35,6 0,37
120 58 19,6 0,34
612 0 67,4 34,6 0,23
24 50,7 34,9 0,84
48 52 28,2 0,36
72 53,2 35,6 0,28
96 60,4 33,9 0,53
120 58,7 32,8 0,42
613 0 67,4 21,4 0,47
24 65 34,9 0,16
48 52,5 25,7 3
72 56 26,3 0,15
96 66,8 35,6 1,04

120 62,9 22,1 0,9
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614 0 66 10,3 0.11
24 47 1 12,8 0,27
48 51,5 19,3 1
72 33,1 18,9 0,13
96 59,5 8,5 0,48
120 56,8 8,4 0.19




