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RESUMO 

 

ALMEIDA, K. L. Produção de ramnolipídios por isolados de Pseudomonas: 

avaliação do efeito das fontes de carbono e nitrogênio na composição do 

ramnolípidio. 2011. 102 f. Dissertação (Mestrado em Microbiologia) - Instituto de 

Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo; São Paulo, 2011. 

 

Ramnolipídios (RHLs) são biossurfactantes, formados por carboidratos combinados a 

ácidos hidroxialifáticos, produzidos por Pseudomonas. Este trabalho avaliou o potencial 

de produção de ramnolipídios por isolados de Pseudomonas, considerando os efeitos 

das fontes de carbono e nitrogênio sobre a concentração e composição do produto-alvo. 

47 isolados bacterianos foram avaliados de forma qualitativa quanto à capacidade de 

produzir ramnolipídios. Foram selecionados cinco isolados para avaliação em 

experimentos quantitativos de produção de ramnolipídios. Os cultivos foram realizados 

em 48 combinações diferentes de meio mineral (16 fontes de carbono e 3 fontes de 

nitrogênio). A produção de polihidroxialcanoatos (PHAs) também foi avaliada,  de 

forma a verificar se a produção destes poliésteres de alguma forma afeta a produção de 

ramnolipídios. Óleos de linhaça, canola e glicose foram as fontes de carbono que 

promoveram a formação de maiores quantidades de ramnolipídios. A partir de óleos 

vegetais, nitrato de sódio se mostrou a melhor fonte de nitrogênio para a produção de 

ramnolipídios. Algumas variações nas concentrações dos monômeros de 3-

hidroxiácidos (3HAs) foram observadas, porém o 3-hidroxidecanoato foi o principal 

constituinte em RHLs. Considerando os isolados avaliados nesse estudo, tanto fontes de 

carbono hidrofílicas quanto hidrofóbicas parecem favorecer a formação de RHLs, ao 

invés de PHAs. Nitrato de sódio e ureia também favoreceram uma maior produção de 

RHLs quando comparados com a produção de PHAs. A análise de PHAs e de RHLs 

purificados revelou a presença de 3-hidroxi-6-dodecenoato (3HDd 6), um composto 

proveniente exclusivamente da -oxidação do ácido linoleico. Na biossíntese de PHAs a 

partir de óleo de linhaça, a -oxidação de ácidos graxos parece contribuir cerca de 3 

vezes mais com monômeros quando comparada à biossíntese de ácidos graxos. Por 

outro lado, -oxidação e biossíntese de ácidos graxos contribuem igualmente na geração 

de 3HAs para biossíntese de RHLs. Esses resultados indicam que essas duas vias de 

metabolismo de ácidos graxos contribuem com intermediários metabólicos para a 

biossíntese de ramnolipídios, ao contrário ao reportado na literatura, demonstrando que 

é possível controlar a composição de 3-hidroxiácidos presentes nos RHLs pela oferta de 

óleos vegetais contendo diferentes ácidos graxos, como já havia sido reportado para 

PHAs.  
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ABSTRACT 

 

ALMEIDA, K. L. Rhamnolipids production by Pseudomonas isolates: assessment of 

carbon and nitrogen sources effects on the rhamnolipids composition. 2011. 102 p. 

Masters thesis (Microbiology) - Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São 

Paulo; São Paulo, 2011. 

 

Ramnolipids (RHLs) are biosurfactants, composed of carbohydrates combined with 

hydroxyalyphatic acids, produced by Pseudomonas. This study evaluated the production 

of rhamnolipids by Pseudomonas isolates, considering the effects of carbon and 

nitrogen sources on the concentration and composition of the target-product. 47 

bacterial isolates were qualitatively evaluated for their ability to produce rhamnolipids. 

Five isolates were selected for further quantitative evaluation. The cultures were 

performed in 48 different mineral medium compositions (combining 16 carbon sources 

and 3 nitrogen sources). The production of polyhydroxyalkanoates (PHAs) was also 

evaluated to verify its influence on  the production of rhamnolipids. Linseed oil, canola 

oil and glucose were the carbon sources that yielded  the largest amounts of 

rhamnolipids. From plant oils, sodium nitrate proved to be the best nitrogen source for 

rhamnolipids production. Despite some variations in the molar fraction of 3-

hydroxyacids (3HAs) were observed, 3-hydroxydecanoate was always the main 

constituent in RHLs. Considering the isolates in this study, both hydrophilic and 

hydrophobic carbon sources seem to favor the formation of RHLs instead of PHAs. 

Sodium nitrate and urea also favored a greater production of RHLs compared with the 

production of PHAs. The analysis of purified PHA and RHL revealed the presence of 

the 3-hydroxy-6-dodecenoate, a compound derived exclusively from -oxidation of 

linoleic acid. In the biosynthesis of PHAs from linseed oil, the -oxidation of fatty acids 

seems to contribute channeling about 3 times more monomers when compared with the 

contribution of the fatty acids biosynthesis. On the other hand, -oxidation and 

biosynthesis of fatty acids equally contribute to the generation of 3HAs for RHLs 

biosynthesis. These results indicate that both fatty acids metabolic pathways contribute 

with intermediates for the biosynthesis of rhamnolipids, contrary to what is reported in 

the literature, demonstrating that it is possible to control the composition of 3-

hydroxyacids present in RHLs by supplying plant oils containing different fatty acids, 

as had been reported for PHAs. 

 

Key words: Rhamnolipids. Pseudomonas. Biosurfactants. 
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1 INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 

 

Biossurfactantes constituem um grupo diverso de moléculas com atividade tensoativa 

sintetizadas por micro-organismos, tais como bactérias, fungos filamentosos e leveduras. Até 

o presente, a maioria dos compostos usados no mercado é de origem química; entretanto, com 

a compatibilidade ambiental se tornando um fator cada vez mais importante na seleção de 

produtos químicos industriais, o interesse em surfactantes biológicos tem aumentado (DELEU 

e PAQUOT, 2004). Uma das mais importantes vantagens dos biossurfactantes quando 

comparados aos surfactantes químicos é sua aceitabilidade ecológica, devido à baixa 

toxicidade, natural biodegradabilidade e alta efetividade em extremas temperaturas, pH e 

salinidade (FIECHTER, 1992; ISHIGAMI, 1993; ROSENBERG, 1993).  

Algumas aplicações ambientais têm sido atribuídas aos biossurfactantes, como 

biorremediação de hidrocarbonetos (BANAT, 1995; GEORGIOUS et al., 1992), poluentes 

orgânicos e solos contaminados com metais pesados, descontaminação de áreas impactadas 

com óleos e tratamento de derrames de petróleo (HESTER, 2001; O’CONNOR, 2002). Além 

do uso ambiental, estes compostos podem ser utilizados em uma ampla variedade de 

aplicações na indústria alimentícia, cosmética, farmacêutica e química (BANAT et al., 2000; 

GEORGIOUS et al., 1992; ISHIGAMI, 1993). 

Ramnolipídios são biossurfactantes produzidos principalmente por bactérias do gênero 

Pseudomonas (SOBERÓN-CHÁVEZ et al., 2005), os quais representam uma das mais 

importantes classes de surfactantes microbianos, demonstrando um alto rendimento de 

produção e consequentemente um ótimo potencial para exploração comercial (NITSCHKE et 

al., 2005a). Está entre os três biossurfactantes disponíveis comercialmente, junto com 

soforolipídios e surfactina, porém é o único aprovado pela Agência de Proteção Ambiental 

dos Estados Unidos para aplicação em produtos alimentícios, cosméticos e farmacêuticos 

(NITSCHKE e COSTA, 2007).  

Esses biossurfactantes são classificados como glicolipídios, pois são formados por 

carboidratos em combinação com ácidos hidroxialifáticos. As principais misturas encontradas 

são ramnosil- -hidroxialcanoil- -hidroxialcanoato (mono-ramnolipídio) e ramnosil-ramnosil-

-hidroxialcanoil- -hidroxialcanoato (di-ramnolipídio) (DESAI e BANAT, 1997; 

SOBERÓN-CHÁVEZ et al., 2005). As propriedades do ramnolipídio dependem da 

composição e distribuição dos homólogos, as quais variam de acordo com a linhagem 

bacteriana, condições de cultivo e composição do meio de cultura (GUERRA-SANTOS et al., 

1984). 
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Atualmente, o fator econômico é o principal empecilho para o amplo uso de 

biossurfactantes (NITSCHKE e COSTA, 2010), o custo estimado de produção de RHLs é de 

5 a 20 US$/kg, enquanto o custo de produção de surfactantes químicos, como o 

alquilpoliglicosídeo, está entre 1 e 3 US$/kg (REIS et al., 2011). Uma vantagem dos 

ramnolipídios é que eles podem ser produzidos a partir substratos hidrofílicos ou hidrofóbicos 

relativamente baratos, tais como carboidratos, óleos vegetais, ou ainda resíduos da indústria 

alimentícia (NITSCHKE et al., 2005a). O uso alternativo de substratos de baixo custo é uma 

importante estratégia para facilitar o desenvolvimento industrial para produção de 

biossurfactantes (NITSCHKE e COSTA, 2007). 

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi explorar o potencial de produção de 

ramnolipídios por isolados de Pseudomonas obtidos em trabalhos anteriores. Os isolados 

foram selecionados tanto com relação à capacidade de produzir maiores quantidades de 

ramnolipídios como com relação à maior produtividade. Além disso, diferentes fontes de 

carbono (hidrofílicas e hidrofóbicas) e nitrogênio foram testadas com a finalidade de 

estabelecer condições para a produção de ramnolipídios de composições variáveis de forma 

controlada.  
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6 CONCLUSÕES 

 

Neste trabalho foi possível obter as seguintes conclusões: 

 Óleo de linhaça e óleo de canola foram as fontes de carbono hidrofóbicas que 

promoveram a formação de maiores quantidades de ramnolipídios; 

 A glicose foi a fonte de carbono hidrofílica que permitiu a produção das 

maiores quantidades desse biossurfactante; 

 Nos cultivos utilizando óleos vegetais, nitrato de sódio se mostrou uma fonte 

de nitrogênio interessante para produção de grandes quantidades de ramnolipídios; 

 Embora os resultados gerais indiquem algumas fontes de carbono e nitrogênio 

como mais interessantes para a produção de RHLs, a produção desses tensoativos é 

fortemente dependente da linhagem bacteriana, determinando que em cada caso deverá ser 

selecionada a combinação linhagem bacteriana/fonte de carbono/fonte de nitrogênio mais 

adequada; 

 Em geral, observou-se valores altos de 3HA/Ram, sugerindo que além de mono 

e di-ramnolipídios uma importante parcela de 3HAAs constitui os compostos tensoativos 

produzidos; 

 A partir de óleo de mamona um pico diferente foi detectado em altas 

concentrações tanto em RHLs como em PHAs, podendo corresponder ao ácido 4-

hidroxidecanoato; 

 Para os cultivos utilizando óleo de tungue, dois picos diferentes foram 

observados em PHAs, podendo corresponder ao 3-hidroxi-3,5-decenoato (3HD 5) e ao 3-

hidroxi-3-octenoato (3HO 3); 

 Nos cultivos utilizando óleos vegetais que continham em sua composição mais 

de 9% de ácido linoleico foi detectada a presença de 3-hidroxi-6-dodecenoato (3HDd 6) nos 

sobrenadantes, sugerindo que a -oxidação de ácidos graxos deve estar contribuindo direta ou 

indiretamente para a biossíntese de RHLs; 

 Tanto a biossíntese quanto a -oxidação de ácidos graxos podem contribuir 

com intermediários metabólicos para a biossíntese de ramnolipídios. Na biossíntese de PHAs 

a partir de óleo de linhaça, a -oxidação de ácidos graxos contribuiria cerca de 3 vezes mais 

com monômeros quando comparada à biossíntese de ácidos graxos. Por outro lado, -

oxidação e biossíntese de ácidos graxos contribuiriam igualmente na geração de 3HAs para 

biossíntese de RHLs. Esses resultados demonstram que é possível controlar a composição de 
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3-hidroxiácidos presentes nos RHLs pela oferta de óleos vegetais contendo diferentes ácidos 

graxos, como já havia sido demonstrado para PHAs; 

 Considerando os isolados avaliados nesse estudo, tanto fontes de carbono 

hidrofílicas quanto hidrofóbicas parecem favorecer a formação de RHLs, ao invés de PHAs; 

 Nitrato de sódio e ureia também favoreceram uma maior produção de RHLs 

quando comparados com a produção de PHAs; 

 

7 PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

 Aprimorar a análise da composição dos RHLs e PHAs para identificação dos 

diferentes compostos detectados;  

 Melhorar o processo de produção de RHLs para obtenção de maiores concentrações 

desse produto, permitindo melhor caracterizar os efeitos de sua composição nas 

propriedades tensoativas.  
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