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Producao de biossurfactantes do tipo raminolipideo a partir de
rejeitos e substratos de origem petroquimica e agroindustrial

Abstract

Surfactants are amphiphilic compounds capable of reducing surface and interfacial tension.
Biosurfactants are surfactants produced by microorganisms, from a wide variety of carbon sources,
such as vegetable oils, agro-industrial and petrochemical wastes, and hydrocarbons. Rhamnolipids,
mainly produced by Pseudomonas aeruginosa, an opportunistic pathogen, have been applied in many
fields, including remediation and bioremediation. The aim of this work was to investigate the
production of biosurfactants by the genetically modified strain B. kururiensis LMM21 using different
carbon sources, and to determine the chemical structure of the produced biosurfactante by Orbitrap
mass spectrometry. Best production yields were achieved when crude and purified glycerol, and
biodiesel, were used as sole carbon sources. Mass spectrometry analysis indicated a major production
of mono-rhamnolipids by the strain B. kururiensis LMM21.

Introducao

Surfactantes sdo moléculas que apresentam como propriedade a reduc¢do da tensao interfacial
de fases imisciveis de sistemas heterogéneos, além de reduzir sua tensdo superficial. Estas
propriedades sdo derivadas de sua estrutura molecular, onde h4 a coexisténcia de uma porcéo de
caréater hidrofdbico com outra porcao com maior carater hidrofilico.

Um dos principais pardmetros de avaliacdo da eficiéncia da atividade surfactante é a
concentracdo micelar critica (CMC), que corresponde a solubilidade do surfactante em fase aquosa ou
sua concentragdo minima necesséria para a formacdo de micelas. As intera¢cbes que mantém estas
estruturas coesas sao fracas e do tipo hidrofdbicas, de Van der Waals, eletrostaticas e ligacGes de
hidrogénio. Como ndo é estabelecido nenhum tipo de ligagdo quimica, estas estruturas sdo facilmente
desestabilizadas com a variagdo de concentragdo de eletrdlitos, temperatura e pH (Sung-Chyr Lin —
1995).

A nova tendéncia de consumo baseado na consciéncia ambiental tem levado a busca de novas
alternativas para os surfactantes, visto que sua grande maioria é produzida a partir de derivados de
petroleo (Nitschke e Pastore, 2002). Os biossurfactantes sdao compostos de origem microbiana
produzidos, principalmente, sob crescimento aer6bio e em meio aquoso, onde sdo excretados. Esses
bioprodutos encontram aplicacdo em diversos setores da industria do petrleo, como, por exemplo,
remediacdo de solos e recuperacdo melhorada em sua extragdo. Alguns biossurfactantes j& se
encontram comercialmente disponiveis. No entanto, seu custo ndo os torna capazes de competir com
surfactantes quimicos. Diversos testes realizados com alguns desses produtos envolvendo petréleo
brasileiro ndo demonstraram boa eficiéncia. Por outro lado, os biossurfactantes do tipo raminolipideo,
produzidos por uma cepa de Pseudomonas aeruginosa (CENPES/PETROBRAS) previamente
selecionada como degradadora de petroleo (Santa Anna, 2001), demonstraram excelente eficiéncia na
biorremediacdo e lavagem de solos contaminados com petréleo. Noentanto, a manipulacdo de
pseudomonas aeruginosa pode representar riscos € aumebnto no custo do processo, por esse micro-
organismo ser um patogeno oportunista. Sendo assim, a investigacdo da producdo de biossurfactantes
por cepas ndo patogénicas, como Burkholderia kururiensis, vem sendo investiada. Além disso, a
utilizagdo desta cepa como hospedeira heteréloga para genes de pseudomonas aeruginosa envolvidos
na producdo de raminolipideos se apresenta como uma estratégia interessante.

O presente trabalho tem por objetivo a investigacdo de substratos de origem petroquimica e
agroindustrial, além de rejeitos, para producdo de biossurfactantes do tipo raminolipideo pela cepa
geneticamente modificada B. kururiensis LMM21, e sua caracterizacdo estrutural por espectrdmetro
de massas do tipo Orbitrap.
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Metodologia

Bactéria e meio de cultura: a cepa geneticamente modificada B. kururiensis LMM21 (contendo 0s
genes rhlA e rhiB de P. aeruginosa PAOL, envolvidos na sintese de mono-raminolipideos) e a cepa
controle, produtora de raminolipideos, de onde foram obtidos os genes para a manipulagdo genética, P.
aeruginosa PAO1 foram mantidas em meio Luria Bertani (LB) suplementado com 20% (v/v) glicerol
e estocadas a -80°C.

Producéo de biossurfactante: Para a producdo de biossurfactante, as cepas foram reativadas a partir
do estoque a -80°C em LB por 18 horas, a 28°C/170 RPM, inoculadas em meio salino de pré-inoculo
MSPI (Santos et al, 2002) e incubadas a 28°C/170 RPM no agitador por 40 h. Em seguida, as células
foram separadas por centrifugacdo e, em seguida, inoculadas a uma concentracdo final de 1g/L em
frascos de 500 ml contendo 250 ml de meio salino de produgdo (MSP) (Santos et al, 2002). A
fermentacéo foi conduzida por 240 horas/28° C/170 RPM. Para a investigacdo das diferentes fontes de
carbono, o meio MSP foi suplementado com: glicerol, glicerina bruta, n-hexadecano, 6leo de motor,
6leo diesel, biodiesel e 6leo de oliva, em proporc¢do C/N final de 71.

Medida do crescimento: O crescimento bacteriano foi medido através da quantificacdo de células
viaveis, com o plagueamento de aliquotas em agar LB e contagem das unidades formadoras de coldnia
(UFC/mL).

Quantificacéo de glicolipideos: Considerando que os biossurfactantes secretados sao raminolipideos,
a quantificagdo de glicolipideos extracelulares ocorreu pela quantificagdo da porcdo glicidica do
biossurfactante (L-raminose) a partir do sobrenadante livre de células, através de um teste
colorimétrico descrito por Koch e colaboradores (1991), sendo posteriormente convertidos a
raminolipideos (g/L) por um fator obtido atraves de andlise de espectrometria de massas.

Determinacdo de propriedades fisico-quimicas: A determinagdo da tensdo superficial (mN/m) dos
sobrenadantes livres de células foram realizadas em um tensibmetro Aqua-Pi, e calibrado com
agua pura, a 25 ° C. Para a determinacgdo do indice de emulsificacdo (%), um método modificado foi
utilizado (Cooper e Goldenberg, 1987). Para melhor avaliacdo, cinco diferentes substratos foram
utilizados para os ensaios de emulsificacao.

Analise por espectrometria de massas (Orbitrap)

Preparo da amostra: Todas as amostras foram diluidas em tampdo MS-mix composto por
Metanol:Cloroférmio:2-propanol (1:2:4) contendo acetato de aménio 7,5 mM, e posteriormente
filtradas em cartuchos contendo membrana PVDF 0.22 um (Millipore).

Andlise por Injecdo Direta em Orbitrap: As amostras de biossurfactantes foram analisadas em um
LTQ Orbitrap Velos (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Alemanha), utilizando capilares de nano-
fluxo (PicoTip Emitter, Glass Tip, coating 1P-4P, New Objective, MA, Estados Unidos), com
voltagem de ionizagdo de 2,8 kV e temperatura de tranferéncia do capilar a 200°C. Cada aquisi¢do de
dados consistiu em uma varredura cobrindo o intervalo entre 100 e 2000 m/z, analisado pelo Obritrap.
Os dados adquiridos foram processados com o auxilio do software Xcalibur, e apenas picos
apresentando erros inferiores a 5ppm foram considerados para anélises posteriores.

Resultados e Discussao

Os resultados observados a partir do rendimento da produgdo (figura 1) indicam que a
glicerina bruta, biodiesel e glicerol apresentam melhores indices de producdo de raminolipideo por
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células vidveis, chegando a ser cinco vezes superiores que os indices encontrados quando outros
substratos foram testados.
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Figura 1. Rendimento da producgéo de raminolipideos ao fim de 240 horas de cultivo em meio

MSP suplementado com diferentes substratos. Resultados expressos em g de raminolipideos/células
vidveis (UFC/mL x10°

As propriedades fisico-quimicas dos raminolipideos produzidos pela cepa B.kururiensis
LMM21, presentes no sobrenadante livre de células, foram verificadas através da medida da
emulsificacdo do sobrenadante com diferentes substratos ( figura 2) e da medida da tenséo superficial
do sobrenadante (figura 3). A partir dos resultados observados, pode-se concluir que o glicerol e o n-

hexadecano apresentaram os melhores indices de emulsificagdo médios, quando sdo considerados
todos os substratos testados.
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Figura 2. indice de emulsificacdo (E,s) dos sobrenadantes livres de células obtidos apds
cultivo da cepa B. kururiensis LMM21 por 240 horas em MSP suplementado comdiferentes fontes de
carbono em diferentes substratos de emulsificag&o.

Os valores de tensdo superficial (figura 3) apresentam valores similares e estdo de acordo com
o0 valor descrito para biossurfactantes que ficam entre 25 e 35 mN/m, exceto o valor encontrado para o
6leo de motor que apresentou o indice de 48,5 mN/m.
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Figura 3. Tensdo superficial dos sobrenadantes livres de células obtidos ap6s cultivo da cepa
B. kururiensis LMM21 por 240 horas em MSP suplementado comdiferentes fontes de carbono.

Para a caracterizacdo estrutural do biossurfactante, foi selecionado o sobrenadante livre de
células obtido apos cultivo em meio MSP suplementado com glicerol, por este possuir menos
interferentes para a analise. Como padréo, foi utilizado o extrato contendo raminolipideos produzidos
pela cepa P. aeruginosa PAOL nas mesmas condi¢fes supracitadas.

A analise do perfil geral de espécies predominantes indicou que no caso da cepa B. kururiensis
LMM21, houve uma maior producdo de mono-raminolipideos, em detrimento da producéo de di-
raminolipideos (Figura 4), o contrario do que ocorre quando o padrdo utilizado é analisado (P.
aeruginosa PAOL), onde ocorre a predominancia de espécies pertencentes aos di-raminolipideos
(Figura 5). Estes resultados corroboram com a estratégia molecular abordada, que favorece a produgdo
de mono-raminolipideos pela superexpressdao do cluster rhlAB, que codifica para as enzimas
pertencentes ao complexo enzimatico Raminosil-transferase 1.
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Figura 4. Espectro de massas obtido ap6s andlise do extrato bruto de biossurfactantes
produzidos por B.kururiensis LMM21 em MSP suplementado com glicerol.
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Figura 5. Espectro de massas obtido apds andlise do extrato bruto de biossurfactantes

produzidos por P. aeruginosa PAO1 em MSP suplementado com glicerol.

A tabela 1 apresenta mais detalhadamente o percentual de mono- e di-raminolipideos
prodzidos pelas duas cepas, indicando a producdo de 65,8% de mono-raminolipideos pela cepa

B.kururiensis LMM21, contra apenas 23,4% produzidos pela cepa P. aeruginosa PAOL.

Tabela 1: Perfil obtido ap6s quantificacdo relativa das espécies principais de raminolipideos
presentes no extrato bruto de sobrenadante livre de células de meio suplementado com glicerol como

fonte de carbono por Burkholderia kururiensis LMM21.

Espécie Massa % Absoluto ‘
Mono-raminolipideos

Rha-CgC10/C10Cs 475 16.65

Rha-C1,Cio 503 40.98

Rha-C1¢C12:1/C12:1C1o 529 5.52

Rha-C;,C1,/C1,Cyp 531 2.62
Total 65,77%

Di-raminolipideos

Rha-Rha-C;. 505 2.30

Rha-Rha-CgC10/C14Cs 621 5.33

Rha-Rha-C,Cyy 649 21.36

Rha-Rha-C1(C12:1/C12:1C1o 675 2.60

Rha-Rha-C,C1,/C1,Cyg 677 2.64
Total 34,23%
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Tabela 2: Perfil obtido apds quantificacdo relativa das espécies principais de raminolipideos
presentes no extrato bruto de sobrenadante livre de células de meio suplementado com glicerol como
fonte de carbono por Pseudomonas aeruginosa PAOL.

Espécie Massa % Absoluto ‘

Mono-raminolipideos

Rha-CgC1y/C1,Cs 475 8.21
Rha'Cloclo 503 15.18
Total 23,39%

Di-raminolipideos

Rha-Rha-CsC;/C1,Cs 621 13.90
Rha-Rha-C;,Cyg 649 59.54
Rha-Rha-C1yC15:1/C12:1C1o 675 3.17
Total 76,61%
Conclusoes

A investigacdo de diferentes fontes de carbono indicam que a producdo de raminolipideos é
favorecida quando substratos mais facilmente degradaveis sdo utilizados, sendo observados os
melhores resultados em glicerina bruta, seguido de biodiesel e glicerina pura. Como ja descrito pela
literatura ( Abdel-Mawgod et al, 2011), os substratos de origem petroquimica nao costumam render
indices de produc&o significativos, o que também pbde ser observado neste trabalho.

Analises em espectrdmetro de massas indicam uma maior producdo de mono-raminolipideos
pela cepa LMM21, o que tornaria o biossurfactante produzido mais apto a aplicagfes em remediacao
por lavagem de solos.

Os resultados demonstram a viabilidade da substituicdo de uma bactéria patogénica por uma
ambiental, de manipulacdo segura, para a producdo de biossurfatantes do tipo raminolipideos. Estudos
sobre a variagdo da composic¢éo da mistura de raminolipieos em funcéo do sobrenadante, assim como
a otimizag&do da producdo nos meios que apresentaram melhore resultados se apresentam como etapas
futuras para o desenvolcimento deste projeto.
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