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RESUMO

ALMEIDA, K. L. Producdo de ramnolipidios por isolados de Pseudomonas:
avaliacdo do efeito das fontes de carbono e nitrogénio na composicdo do
ramnolipidio. 2011. 102 f. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia) - Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo; So Paulo, 2011.

Ramnolipidios (RHLs) sdo biossurfactantes, formados por carboidratos combinados a
acidos hidroxialifaticos, produzidos por Pseudomonas. Este trabalho avaliou o potencial
de produgdo de ramnolipidios por isolados de Pseudomonas, considerando os efeitos
das fontes de carbono e nitrogénio sobre a concentracdo e composi¢do do produto-alvo.
47 isolados bacterianos foram avaliados de forma qualitativa quanto a capacidade de
produzir ramnolipidios. Foram selecionados cinco isolados para avaliagdo em
experimentos quantitativos de produgdo de ramnolipidios. Os cultivos foram realizados
em 48 combinacGes diferentes de meio mineral (16 fontes de carbono e 3 fontes de
nitrogénio). A producdo de polihidroxialcanoatos (PHAs) também foi avaliada, de
forma a verificar se a producéo destes poliésteres de alguma forma afeta a producéo de
ramnolipidios. Oleos de linhaca, canola e glicose foram as fontes de carbono que
promoveram a formacdo de maiores quantidades de ramnolipidios. A partir de 6leos
vegetais, nitrato de sodio se mostrou a melhor fonte de nitrogénio para a producdo de
ramnolipidios. Algumas variacdes nas concentracbes dos monbmeros de 3-
hidroxiacidos (3HAs) foram observadas, porém o 3-hidroxidecanoato foi o principal
constituinte em RHLs. Considerando os isolados avaliados nesse estudo, tanto fontes de
carbono hidrofilicas quanto hidrofébicas parecem favorecer a formacdo de RHLs, ao
invés de PHASs. Nitrato de sddio e ureia também favoreceram uma maior producdo de
RHLs quando comparados com a produgdo de PHAs. A analise de PHAs e de RHLs
purificados revelou a presenca de 3-hidroxi-6-dodecenoato (3HDdAg), um composto
proveniente exclusivamente da f-oxidacdo do acido linoleico. Na biossintese de PHAs a
partir de 6leo de linhaca, a p-oxidacdo de &cidos graxos parece contribuir cerca de 3
vezes mais com mondmeros quando comparada a biossintese de &cidos graxos. Por
outro lado, p-oxidacdo e biossintese de &cidos graxos contribuem igualmente na geracao
de 3HAs para biossintese de RHLs. Esses resultados indicam que essas duas vias de
metabolismo de &cidos graxos contribuem com intermedidrios metabolicos para a
biossintese de ramnolipidios, ao contrario ao reportado na literatura, demonstrando que
é possivel controlar a composicdo de 3-hidroxiacidos presentes nos RHLs pela oferta de
6leos vegetais contendo diferentes &cidos graxos, como j& havia sido reportado para
PHAs.

Palavras-chave: Ramnolipidios. Pseudomonas. Biossurfactantes.



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 Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao
Paulo; Séo 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 B-oxidation of
linoleic acid. In the biosynthesis of PHAs from linseed oil, the 3-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, B-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 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Biossurfactantes constituem um grupo diverso de moléculas com atividade tensoativa
sintetizadas por micro-organismos, tais como bactérias, fungos filamentosos e leveduras. Até
0 presente, a maioria dos compostos usados no mercado é de origem quimica; entretanto, com
a compatibilidade ambiental se tornando um fator cada vez mais importante na selecdo de
produtos quimicos industriais, o interesse em surfactantes bioldgicos tem aumentado (DELEU
e PAQUOT, 2004). Uma das mais importantes vantagens dos biossurfactantes quando
comparados aos surfactantes quimicos é sua aceitabilidade ecoldgica, devido a baixa
toxicidade, natural biodegradabilidade e alta efetividade em extremas temperaturas, pH e
salinidade (FIECHTER, 1992; ISHIGAMI, 1993; ROSENBERG, 1993).

Algumas aplicacdes ambientais tém sido atribuidas aos biossurfactantes, como
biorremediacdo de hidrocarbonetos (BANAT, 1995; GEORGIOUS et al., 1992), poluentes
organicos e solos contaminados com metais pesados, descontaminacdo de areas impactadas
com Oleos e tratamento de derrames de petroleo (HESTER, 2001; O’CONNOR, 2002). Além
do uso ambiental, estes compostos podem ser utilizados em uma ampla variedade de
aplicacBes na industria alimenticia, cosmética, farmacéutica e quimica (BANAT et al., 2000;
GEORGIOUS et al., 1992; ISHIGAMI, 1993).

Ramnolipidios sdo biossurfactantes produzidos principalmente por bactérias do género
Pseudomonas (SOBERON-CHAVEZ et al., 2005), os quais representam uma das mais
importantes classes de surfactantes microbianos, demonstrando um alto rendimento de
producdo e consequentemente um 6timo potencial para exploracdo comercial (NITSCHKE et
al., 2005a). Estd entre os trés biossurfactantes disponiveis comercialmente, junto com
soforolipidios e surfactina, porém é o Unico aprovado pela Agéncia de Protecdo Ambiental
dos Estados Unidos para aplicacdo em produtos alimenticios, cosméticos e farmacéuticos
(NITSCHKE e COSTA, 2007).

Esses biossurfactantes sdo classificados como glicolipidios, pois sdo formados por
carboidratos em combinagdo com &cidos hidroxialifaticos. As principais misturas encontradas
séo ramnosil-p-hidroxialcanoil-f3-hidroxialcanoato (mono-ramnolipidio) e ramnosil-ramnosil-
B-hidroxialcanoil- B-hidroxialcanoato  (di-ramnolipidio) (DESAI e BANAT, 1997,
SOBERON-CHAVEZ et al., 2005). As propriedades do ramnolipidio dependem da
composi¢do e distribuicdo dos homdlogos, as quais variam de acordo com a linhagem
bacteriana, condic¢des de cultivo e composi¢do do meio de cultura (GUERRA-SANTOS et al.,
1984).
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Atualmente, o fator econdémico é o principal empecilho para o amplo uso de
biossurfactantes (NITSCHKE e COSTA, 2010), o custo estimado de producdo de RHLs € de
5 a 20 US$/kg, enquanto o custo de produgdo de surfactantes quimicos, como o
alquilpoliglicosideo, esta entre 1 e 3 US$/kg (REIS et al.,, 2011). Uma vantagem dos
ramnolipidios é que eles podem ser produzidos a partir substratos hidrofilicos ou hidrofébicos
relativamente baratos, tais como carboidratos, 6leos vegetais, ou ainda residuos da inddstria
alimenticia (NITSCHKE et al., 2005a). O uso alternativo de substratos de baixo custo € uma
importante estratégia para facilitar o desenvolvimento industrial para producdo de
biossurfactantes (NITSCHKE e COSTA, 2007).

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi explorar o potencial de producdo de
ramnolipidios por isolados de Pseudomonas obtidos em trabalhos anteriores. Os isolados
foram selecionados tanto com relacdo a capacidade de produzir maiores quantidades de
ramnolipidios como com relagdo a maior produtividade. Além disso, diferentes fontes de
carbono (hidrofilicas e hidrofébicas) e nitrogénio foram testadas com a finalidade de
estabelecer condi¢cbes para a producdo de ramnolipidios de composicOes variaveis de forma

controlada.
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2 OBJETIVO

Este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial de producéo de ramnolipidios por
isolados de Pseudomonas considerando os efeitos das fontes de carbono ou nitrogénio tanto
na concentracao de ramnolipidios produzida como na composicdo deste.

Os seguintes objetivos especificos foram definidos para atingir o objetivo geral acima:

e Selecionar as melhores bactérias produtoras de ramnolipidios;

e Caracterizar a producdo de ramnolipidios avaliando 16 fontes de carbono e 3
fontes de nitrogénio;

e Avaliacdo dos efeitos das fontes de carbono e nitrogénio na composicdo do
ramnolipidio produzido;

e Correlacionar a producdo de ramnolipidios e polihidroxialcanoatos;

e Avaliar a interferéncia da composicdo do ramnolipidio na propriedade
emulsificante;

¢ Avaliar a contribuicdo de diferentes vias do metabolismo de acidos graxos para

biossintese desses compostos (RHLs e PHAS).
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Pseudomonas

Pseudomonas sdo bactérias Gram-negativas, pertencem a classe y-proteobacteria e
podem ser isoladas de diferentes habitats (&dgua, solo, plantas). Devido a sua ampla
distribuicdo no ambiente e facilidade de cultivo, este género constitui-se em um dos grupos
bacterianos melhor estudado (AAGOT et al., 2001) representando grande importancia no
processos industriais envolvendo biotransformacées (WUBBOLTS e WITHOLT, 1998).

A espécie Pseudomonas aeruginosa € capaz de usar diferentes substratos como
glicerol, manitol, frutose, glicose, n-parafinas e 6leos vegetais, para produzir ramnolipidios
(DESAI e BANAT, 1997) e polihidroxialcanoatos (STEINBUCHEL, 1991). Entretanto,
também € conhecida por ser um patégeno humano oportunista que pode causar sérias
infeccdes (PELCZAR et al.,, 1993), apresentando habilidade de desenvolvimento em
guantidades minimas de fontes de carbono, como residuos de sabdo e até anti-sépticos, como

compostos quaternarios de amonio (TORTORA et al., 2005).

3.2 Ramnolipidios

Os ramnolipidios (RHLs) sado biossurfactantes glicolipidicos produzidos
principalmente por Pseudomonas aeruginosa, e sdo 0s biotensoativos mais intensivamente
estudados (SOBERON-CHAVEZ et al., 2005). As funcdes fisiologias desses compostos ainda
é especulativa e pouco conhecida. Acredita-se que os ramnolipidios sdo importantes na
mobilidade celular, nas interacBes célula-célula, nos acessos aos substratos hidrofobicos, nos
fatores de viruléncia, expulsdo de compostos toxicos das células, formacdo de canais de agua
que sdo caracteristicos em biofilmes (MAIER e SOBERON-CHAVEZ, 2000; NEALSON et
al., 1970).

3.2.1 Estrutura dos RHLs

O ramnolipidio foi descrito primeiramente por BERGSTROM et al. (1946 a, b), neste
periodo, eles reportaram o composto como um 6leo glicolipidico produzido por Pseudomonas
pyocianea (agora P. aeruginosa) crescida em glicose, que foi nomeado &cido piolipico.
JARVIS e JOHNSON, em 1949, elucidaram a estrutura do ramnolipidio, demonstrando que
este era constituido de duas moléculas de &cido B-hidroxidecanoico ligadas por ligacGes

glicosidicas a duas moléculas de ramnose, ramnosil-ramnosil- B-hidroxidecanoil- -



20

hidroxidecanoato, atualmente classificado como di-ramnolipidio (Figura 1).

ITOH e colaboradores (1971) isolaram e identificaram um novo RHL produzido por
P. aeruginosa a partir de n-parafina, o mono-ramnolipidio (ramnosil- 3-hidroxidecanoil- 3-
hidroxidecanoato), além disso, eles reportaram que este mono-RHL era o precursor para o di-
RHL. Poucos anos depois, outros dois ramnolipidios mais hidrofilicos foram identificados em
culturas de Pseudomonas sp. DSM 2874 a partir de n-alcanos ou glicerol (SYDALTK et al.,
1985), similares aos anteriores, porém contendo apenas uma molécula de &cido [-
hidroxidecanoico, o di-ramno-mono-lipidio (ramnosil-ramnosil- B-hidroxidecanoato) e o

mono-ramno-mono-lipidio (ramnosil- - hidroxidecanoato) (Figura 1).

Figura 1 - Estrutura quimica dos principais homologos de ramnolipidio.

i
O——CH—-CH,—C—0-R
OH o z 2
CHj; (CHz)g
CH;
HO O
|
Ry
Tipo de Ri R Abreviagéo
ramnolipidio
Rha;C10C1o L-o-ramnosil acido B-hidroxidecanoico RL1
RhaC10C1o H acido B-hidroxidecanoico RL2
Rha;Cio L- o -ramnosil H RL3
RhaCio H H RL4

Fonte: NITSCHKE et al., 2005a

Rha, ramnose; C10, acido B-hidroxidecanoico.

Além destes, uma ampla variedade de diferentes homdélogos tem sido descrita (Tabela
1), apresentando variagdes na composicdo da cadeia de acidos graxos (Cg, Cip, Cy4 etc.) e
demonstrando ainda formas insaturadas (Ciz1) (ABDEL-MAWGOUD et al., 2010).
Entretanto, essas variantes foram sempre encontradas em menores quantidades na mistura de
ramnolipidio (NITSCHKE et al., 2005a).
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Tabela 1. Estrutura quimica dos diferentes congéneres e homologos de ramnolipidios.

No. | Simhole [FormulaML [P.M. | ny [ mp |
Ilono-rarmno-raono-hpidio

7 |[RhaCu. CH.0, (30232 | 1-aH) | -

2 Rha-C C,H-0, | 306.35 1 -

3 Hha'Cm C-eHaoOF 334,41 3 -

4 Rha-C.- CeHs0; | 358.43 | 5(—4H) -

5 Rha-C, C.HyD. | 362.45 5

5] Hha'Cug Ceu: Haq,O; 386.48 ?[—4H] -
Iylono-rammohpidio

T Ftha'Ca-Cg C_"’EH“JOQ 448.55 1 1

8 Bha-C:-Cyq.y CogHyn0; | 474.58 1 3i—2H)

] Rha-C,.,-C, C.,H,-O, [ 47458 | 3(-2H) 1

10 Hha'Ca-Cm quHu.Do 476.60 1 3

11 Rha-C,-C, C.,H,.0, | 476.60 3 1

12 Hha'Cm-Cmn CseH;sDo 502 .64 3 3(—2H}

13 Bha-CioCio CoeHusOs | 504.65 3 3 o

14 Rha-C.-C, CeeHyeOp | 504.65 1 5

15 RBha-Cz-Ce CoeHasDs | 504.85 5 1

16 Rha-C,-C 0.y CeeH= Oy | 530,69 3 5(-2H)

17 Rha-Ci-y-Cip CoeHogO, | 530869 | 5(-2H) 3

18 Hha'Cm-Dm C:eH;:O«: 532.71 3 =1

18 Rha-Cy>-Cyyp CeeHe:0p | 532.71 5 3

20 Rha-C,.-C,.." CyH-.O, | 568.74 3 7I-2H)
21 Rha-Cy>-Cyoy" CagHes0p | 558.74 5 5(—2H)
22 Rha-C,,-C,." CH-:0, | 560.76 3 7

23 Hha'Cm-Cm C}cH;sDo 560.76 5 =

24 Rha-C,.-C,. C.:H:O, | 588.81 5 7

25 Rha-C,,-C,. CayH-.0, | 816.87 7 7

26 Rha-Cia-Cis CaeHseDs | 644,92 7 9

27 Rha-C,.-C e CaeH.0, | 672.97 9 9
Di-rarnno-mono-lipidio

23 Hha-Ftha-Ca Cgu: Hasou 452 49 1 - _.F

25 |Rha-Bha-Cis CozHaoOyy | 4B0.55 3 -

30 Rha-Bha-C,., C.,H,.0,, [506.58 | 5(-2H) -

31 Hha-Ftha-Cm C:dHu_Ou 508.60 5 -

32 Rha-Rha-Ci. CoeHeaQhyy | 536.65 7 -
Di-ramnolipidio

33 | Bha-RhaC,C, C.H,0,, [59468] 1 1

34 Bha-Bha-C.-C,, CoH.0,; | 822,74 1 3

35 Hhﬂ-RhE'Cm'Ca CJ{H;LD13 622.74 3 1

38 Bha-Bha-C,;-C,., CoHoiO0,; | 648.78 3 3-2H)

37 | Bha-Rhal,Cy C .0, (65079 3 3

38 Bha-Bha-Cs-Ciz1 CazHes(ha | 648.78 1 5(—2H)

35 [ Bha-Rhat,.C C M0, | 646.78 | 5l=2H]| 1

40 Bha-Bha-Cio-Cizs CaaHeoOha | 676.83 3 5(—2H)

21 | Bha-Rhal,,Cy CoHoyOy, | 676.83 | Bl-2H) | 3

42 | BhaBhal,Cp C.H..0,. | 67884 3 5

43 Bha-Bh E'Cm'{:m C:.: H.a,;!Ow 678.64 5 3

44 | BhaRhaCl,C,., CHoiOy | 70488 3 | 71-2H)

45 Bha-Bh ﬂ'C12'C12;| C:.e H.a,LOw T04. 89 5 5|‘—2H]

36 | BhaBhal,, Cop CHoiOy | 70489 | 5(-2H)| 5

47 Bha-Bha-C-C, CogHeeOyn | T06.90 5 5

48 Bha-Bha-Ci=-Cia CagHroOya T34.85 5 7

40 Bha-Bha-C,,-C,2 CaeHrgDys | 734.95 7 5

50| Bha-RhaCy,Cy, CuH..0, | 76300 7 7

5l Bha-Bha-C4-Cis CazHralha | 791.08 7 9

32 Bha-Bha-C,.-C,, CuHra0ys | 791.06 E] 7

33 Bha-Bha-C,.C,; CiysHs0yx | 819.11 9 g

Fonte: ABDEL-MAWAGOUD et al., 2010 (modificado).

Utilizando técnica de cromatografia liquida associada a espectrometria de massa,
LEPINE e colaboradores (2002) demonstraram que P. aeruginosa também é capaz de
produzir acido 3-(3-hidroxialcanoiloxi)-alcanoico (3HAA, isto &, dois 3-hidroxiacidos ligados

e Sem ramnose), juntamente com 0s outros compostos quimicos detectados em ramnolipidios.
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Assim, a literatura demonstra que bactérias do género Pseudomonas séo capazes de produzir
biotensoativos, que sdo constituidos por misturas de compostos quimicos com estruturas
diversas, entretanto, pouca informacdo ainda estd disponivel que permita a producdo de
ramnolipidios de composicao variavel de forma controlada.

A producdo de ramnolipidios também tem sido relatada para outras espécies de
Pseudomonas diferentes de P. aeruginosa: P. alcaligenes (OLIVEIRA et al., 2009), P.
cepacia, P. fluorescens, P. luteola, P. putida, P. stutzeri, P. teessidea (OBASLI e ASLIM,
2009), P. chlororaphis (GUNTHER et al., 2005, 2006), P. clemancea e P. collierea
(RAHMAN et al., 2009); e também para outros géneros, como Acinetobacter, Pantoea,
Enterobacter (ROONEY et al., 2009), Pseudoxanthomonas (NAYAK et al.,, 2009) e
Burkholderia (ANDRA et al., 2006; DUBEAU et al., 2009; HAUSSLER et al., 1998;
PAJARRON et al., 1993).

3.2.2 Producéo de RHLs

Fatores nutricionais e ambientais ao qual o micro-organismo é submetido podem
afetar o rendimento ou até mesmo alterar a composicao do produto desejado (SANTOS et al.,
2002). Para a producéo de altas quantidades de ramnolipidios dois fatores importantes devem
ser considerados: o excesso de fonte de carbono e a limitacdo do crescimento, que € obtida
através da restricdo da concentracdo de nitrogénio e/ou ions multivalentes (LANG e
WULLBRANDT, 1999).

Muitos autores reportaram que os nutrientes que compdem o meio de cultura afetam a
producdo de RHLs, principalmente a fonte de carbono (GUERRA-SANTOS et al., 1984),
pois esta exerce uma influéncia importante tanto na cinética e conversao do produto desejado,
como na proporcdo de ramnolipidios produzidos (mono ou di-ramnolipidio) (SANTOS et al.,
2002). RHLs podem ser produzidos a partir de substratos hidrofilicos (tais como, carboidratos
e glicerol) e hidrofdébicos (como por exemplo, 6leos vegetais e alcanos) (DESAI e BANAT,
1997). MATA-SANDOVAL et al., (2001) trabalhando com uma linhagem de P. aeruginosa
UG2 observaram que substratos hidrofébicos promovem formacgdo de maiores quantidades de
RHLs quando comparados a substratos hidrofilicos. COSTA et al., (2009b) observaram que a
producdo de RHLs variava dependendo da fonte de carbono e da linhagem bacteriana
avaliada.

A utilizacdo de substratos alternativos (por exemplo, borra oleosa, 6leos usados,
glicerol, etc.) constitui uma importante estratégia para facilitar o desenvolvimento da

producéo industrial de biossurfactantes, bem como reducdo dos custos de producéo (COSTA,
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2010). Oleos vegetais e residuos do refino destes estdo entre os substratos alternativos mais
utilizados na producdo de RHLs (NITSCHKE et al., 2005a). COSTA e colaboradores (2006)
utilizaram dleos nativos do Brasil (buriti, cupuagu, maracuja, andiroba, castanha-do-para e
babacu) como fontes de carbono para P. aeruginosa LBI e obtiveram producdo de altas
concentragcdes de RHLs com Gleo de castanha-do-para (9,9 g/L).

A fonte de nitrogénio também é um fator importante a ser considerado uma vez que a
limitacdo deste componente promove a sintese de RHLs em P. aeruginosa. O nitrogénio pode
ser um regulador na sintese de RHLs desempenhando um importante papel na producao de
RHLs (DESAI e BANAT, 1997; GUERRA-SANTOS et al., 1984). Segundo alguns autores
(KOHLER et al., 2000; MULLIGAN e GIBBS, 1989; VAN ALST et al., 2007; VENKATA
RAMANA e KARANTH, 1989) a producdo de ramnolipidios é inibida na presenca de
amonia; glutamina, asparagina e arginina como fontes de nitrogénio e promovida na presenca
de nitrato, glutamato e aspartato.

Condicoes de crescimento e fatores ambientais, tais como pH, temperatura, agitacéo e
oxigénio disponivel podem afetar o crescimento celular, e consequentemente, a eficiéncia na
producdo de RHLs (KOSARIC et al., 1983; WEI et al., 2005). LEE et al. (2004) avaliaram o
efeito de diferentes valores de pH (3-11) no crescimento celular e na producdo de RHLs por
P. aeruginosa BYK-2 KCTC18012P e observaram os melhores valores de crescimento e
producdo com pH 7,0. Além disso, observaram que em pH abaixo de 6 e acima de 8 a
producdo de RHLs e o crescimento celular diminuiam drasticamente.

Em geral, todos esses fatores (fontes de carbono, quantidade de ions e nitrogénio no
meio, além das estratégias de cultivo) podem influenciar o tipo, a qualidade e a quantidade
dos RHLs produzidos, e devem ser considerados no processo de producéo, necessitando de

maior integracdo entre diferentes disciplinas e tecnologias (DELEU e PAQUOT, 2004).

3.2.3 Aplicagdes econdmicas

Com a preocupacdo ambiental, o interesse em biossurfactantes tem aumentado, pois
esses compostos apresentam muitas vantagens quando comparados aos surfactantes quimicos
(DELEU e PAQUOT, 2004). Eles demonstram excelente aceitabilidade ecoldgica, devido a
baixa toxicidade, natural biodegradabilidade e alta efetividade em extremas temperaturas, pH
e salinidade (FIECHTER, 1992; ISHIGAMI, 1993; ROSENBERG, 1993). Entretanto, o custo
de producéo ainda é o maior empecilho para o amplo uso de biossurfactantes.

GIANE et al. (1997) alcancaram a melhor producdo de RHLSs ja reportada, mais de
100 g¢/L. Nesta propor¢do, os biossurfactantes comecam a competir com o0 custo dos
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surfactantes sintéticos (LANG e WULLBRANDT, 1999).

Os ramnolipidios podem ser aplicados na descontaminacdo de areas impactadas com
0leo (BANAT, 1995), na remocéo de metais toxicos do solo, nos processos de biorremediacéo
(MAIER e SOBERON-CHAVEZ, 2000), na producdo de cosméticos e na industria
farmacéutica (STANGHELINI e MILLER, 1997; LANG e WULLBRANDT, 1999), na
protecdo agricola (DESAI e BANAT, 1997) e controle bioldgico de patdgenos de plantas
(STANGHELLINI e MILLER, 1997). Além disso, os RHLs sdo os Unicos biossurfactantes
aprovados pela Agéncia de Protecdo ambiental dos Estados Unidos para aplicacfes em
produtos alimenticios, cosméticos e farmacéuticos (NITSCHKE e COSTA, 2007). Esses
compostos sdo também fontes de L-ramnose e 3-hidroxicidos e ha um grande interesse nesse
aspecto devido as aplicacdes industriais destes produtos (HAUTHAL, 1994; GIANE et al.,
1997; LANG e WULLBRANDT, 1999).

Esses glicolipidios apresentam atividades antibacteriana, antifingica e antiviral
(HAFERBURG et al., 1987; STANGHELLINI e MILLER, 1997; SYLDATK et al., 1985),
podendo ser utilizado, por exemplo no controle de patdgenos de plantas. RHLs aumentam a
permeabilidade da membrana em células bacterianas ocasionando morte celular. O
biossurfactante provavelmente forma agregados moleculares na superficie da membrana,
levando a formacéo de poros transmembranicos (KING et al., 1991). Essa atividade também
auxilia o transporte de drogas ao sitio de agdo. O RHL em combinagdo com o antibidtico
azitromicina, facilitou a destruicdo de células bacterianas devido ao aumento da
permeabilidade membranar (KOHLER et al., 2007). A atividade antifungica foi observada
contra Aspergillus Niger, Aureobasidium pullulans, Chaetonium globosum e Penicillum
crysogenum (ABALOS et al., 2001). Desempenham atividade antiviral contra patdgenos

como o virus do mosaico do tabaco, podendo ser utilizados como aditivos em vacinas.

3.2.4 Biossintese de ramnolipidios

Burger et al. (1963) reportaram 0 mecanismo de formacdo de RHLs envolvendo trés
reacOes sequénciais. A primeira reacdo é a dimerizacdo de duas cadeias de éacido f3-
hidroxidecanoico, formando o B-hidroxidecanoil-B-hidroxidecanoato. O dimero, entdo sofre
duas reagdes sequenciais de ramnosilacdo catalisadas por duas diferentes ramnosiltransferase:
ramnosiltransferase | (RT1) e ramnosiltransferase Il (RT2).

A sintese desses biossurfactantes € regulada por um complexo sistema de regulacéo
génica que também controla diferentes compostos associados a fatores de viruléncia, essa

regulacdo a nivel transcricional é chamada quorum-sensing (FUQUA e GREENBERG, 1998;
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WINZER et al., 2000).

Quorum-sensing (QS) é um mecanismo pelo qual a bactéria realiza a comunicagéo
celula-célula através de difusivas moléculas baseando-se na densidade celular critica
(WILLIAMS et al.,, 2007). Quando a densidade celular aumenta essas moléculas,
denominadas autoindutores, sdo produzidas com a fungdo de controlar diversos processos
fisioldgicos, como por exemplo, producdo de exo-polissacaridios (DAVIES et al., 1998),
resisténcia a antibioticos (BJARNSHOLT et al., 2005) e formacdo de biofilmes (DAVIES et
al., 1998; HENTZER et al., 2001).

Para a producdo de RHLs, P. aeruginosa processa dois inter-relacionados sistemas
QS, nomeados las e rhl (GAMBELLO e IGLEWSKI, 1991; PASSADOR et al., 1993;
TODER et al., 1991) O primeiro tem como regulador transcricional o LasR, que é ativado
pelo autoindutor PAI-1 (N-(3-oxodecanoil))-homoserina lactona), cuja sintese é direcionada
por Lasl. O LasR e o PAI-1, formam o primeiro complexo envolvido na regulacdo da
biossintese de RHLs (Figura 2), ativando a transcri¢do dos genes rhiIR e rhll. A sintase Rhll,
promove a sintese do autoindutor (PAI-2 - N-butanoil homoserina lactona), que forma um
complexo com a proteina ativadora (RhIR) (OCHSNER et al.; 1994a; OCHSNER et al.,
1995). Esse segundo complexo, é responsavel pela ativacdo do operon rhlAB, cujos produtos
sdo responsaveis pela sintese de mono-ramnolipidios (OCHSNER et al., 1995; DUSANE et
al., 2010) (Figura 2).
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Figura 2 - Representagdo esquematica dos genes las e rhl envolvidos na sintese e regulagdo de ramnolipidios em
Pseudomonas aeruginosa.
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Ramnolipidios

Fonte: DUSANE et al., 2010 (modificado).
O sistema las produz o ativador transcricional, LasR, que é ativado por PAI-1. Este complexo ativa a transcri¢éo

dos genes rhiR e rhll que codificam a proteina reguladora e a sintase que promove a sintese do autoindutor,
respectivamente. A proteina reguladora é ativada pela ligacdo do autoindutor originando um segundo complexo,
0 Rhl-R-PAI-2 que por sua vez ativa a transcri¢cdo do operon rhlAB.

Ochsner e colaboradores (1994b) demonstraram que o produto do gene rhiB
corresponde a ramnosiltrasferase | (RT1). RAHIM e colaboradores (2001) identificaram o
segundo gene que codifica para ramnosiltransferase Il (RT2) em P. aeruginosa, o gene rhiC
também regulado por QS, que utiliza 0 mono-ramnolipidio como precursor para a sintese do
di-ramnolipidio. Em seguida, DEZIEL e colaboradores (2003) reportaram que rhlA é
requerido para a sintese de acido 3-(3-hidroxialcanoloxi)-alcanoico (3HAA). ZHU e ROCK
(2008) confirmaram que RhIA catalisa a condensacao de duas moléculas de B-hidroxialcanoil-
ACP, provenientes exclusivamente da biossintese de &cidos graxos, para a formacdo do
3HAA, sendo este substrato para a RT1 (RhIB) formar o mono-ramnolipidio. A Figura 3

esquematiza as vias bioquimicas para a sintese de ramnolipidios.
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Figura 3 - Modelo metabdlico para representar a biossintese de ramnolipidios a partir de glicose.
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Trabalhos recentes (STRELEC, 2006; PEIXOTO, 2008), nos quais foi avaliada a
producdo de ramnolipidios por isolados de Pseudomonas a partir de glicose ou 6leo de soja,
demonstraram que a composi¢do do ramnolipidio variava em funcdo da fonte de carbono
fornecida. Considerando, que os acidos graxos presentes em 0Oleo de soja sdo metabolizados
pela 3-oxidacao, os resultados sugerem que essa via metabolica também pode contribuir com
o fornecimento de 3-hidroxiacidos para biossintese de ramnolipidios, ao contrario do que foi
proposto por ZHU e ROCK (2008). A confirmacdo dessa hipotese é de grande relevancia,
pois permitiria modular a composi¢do dos ramnolipidios produzidos em funcéo das fontes de

carbono ou misturas destas oferecidas a bactéria.

3.3 Polihidroxialcanoatos

Polihidroxialcanoatos (PHAS) s@o poliésteres que podem ser armazenados por diversas
bactérias em grande quantidade na forma de granulos intracelulares (STEINBUCHEL e
VALENTIN, 1995). Esses granulos intracelulares podem representar até cerca de 80% da
massa seca celular (ANDERSON e DAWES, 1990), apresentando fungéo de reserva de

carbono, energia e equivalentes redutores. Para isso, a sintese de PHAs ocorre quando ha
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excesso de fonte de carbono disponivel e limitacdo de no minimo um nutriente essencial para
o crescimento (BRANDL et al., 1990). Esses polimeros tém despertado o interesse cientifico
e tecnoldgico devido a suas propriedades termoplasticas e/ou elastoméricas, além de serem
biodegradaveis e biocompativeis (BAPTIST, 1962).

Biopléasticos bacterianos podem ser transformados em materiais que sdo adequados
para substituir os materiais provenientes do petroleo em muitas aplica¢des, incluindo filmes
de recobrimento para papel, papeldo, etc (DE KONING et al., 1997), fontes de mondmeros
quiralicos para produtos farmacéuticos (WITHOLT e KESSLER, 1999), fibras e adesivos
(CHEN, 2009). Os custos de producdo desses bioprodutos séo atualmente de 5-10 vezes
maiores do que os custos para producdo de plasticos petroquimicos, o0 que é um grande
obstaculo para a comercializacdo bem sucedida de bioplasticos (REHM, 2010).

Bactérias do género Pseudomonas sdo capazes de sintetizar PHAs contendo
mondmeros de cadeia média (PHAmcL — do inglés “Polyhydroxyacids of Medium-Chain-
Length), compreendendo mondmeros contendo de 6 a 16 atomos de carbono na cadeia

principal (Figura 4) (STEINBUCHEL, 1991).

Figura 4 - Representagéo geral dos PHASs.

CH,

Fonte: SANCHEZ et al., 2003.

A sintese de PHAyc. é dividida em dois grupos com base nos substratos fornecidos: a
sintese a partir de substratos relacionados (hidrocarbonetos, alcodis, acidos carboxilicos), pois
a composicdo do polimero produzido esta estruturalmente relacionada ao substrato fornecido;
e a sintese a partir de substratos ndo relacionados, aqueles que sdo metabolizados a acetil-CoA
(glicose, frutose, acetato, glicerol), estes ultimos produzem um polimero contendo 3-

hidroxidecanoato (3HD) como principal constituinte (Figura 5).
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Figura 5 - Sintese de PHAs de cadeia média.
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Fonte: WITHOLT e KESSLER, 1999 (modificado).

3.4 Inter-relacfes metabdlicas da producdo de RHLs e PHAs

Ramnolipidios e polihidroxialcanoatos podem ser produzidos simultaneamente
(CHAYABUTRA et al., 2001; HORI e UNNO, 2002; STRELEC, 2006; MARSUDI et al.,
2008). Segundo alguns autores, esse processo simultaneo possibilitaria a reducdo dos custos
de producédo de ambos os produtos. Os PHASs sdo encontrados no interior da célula bacteriana,
portanto para a sua recuperacao € necessario uma quebra da membrana e parede celular com
consequente liberacdo do PHA, sendo que este processo é bastante representativo para o custo
de producdo. A producdo de materiais secretados como os RHLs, em combinacdo com a
producdo de PHASs, representa um aumento na viabilidade dos processos de biocatalise,
porque as células podem ser usadas para a producdo de materiais secretados antes da
recuperacdo 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).

No entanto, esses compostos possuem precursores metabolicos comuns, 0s 3-
hidroxiacidos, e as rotas de biossintese de ambos podem competir por intermediarios do
metabolismo de acidos graxos. De acordo com o que foi proposto por ZHU e ROCK (2008),
RhIA e PhaG seriam responsaveis pela transferéncia de intermediarios da biossintese de

acidos graxos para a biossintese de RHLs e PHAs, respectivamente (Figura 6). Desta forma,
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uma melhor avaliagdo deve ser realizada a fim de verificar a viabilidade desses processos
simultaneos.

Figura 6 - Modelo metabdlico para representar a biossintese de ramnolipidios e polihidroxialcanoatos.
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Fonte: ZHU e ROCK, 2008 (modificado).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Isolados bacterianos

Os isolados bacterianos que foram utilizados neste estudo foram obtidos a partir de
amostras de solo de canavial (GOMEZ, 2000), solo de Mata Atlantica (STRELEC, 2006) ou
de lodo de esgoto (PEIXOTO, 2008) e foram identificadas como pertencentes ao género
Pseudomonas. A linhagem P. aeruginosa ATCC 9027 (LFM719) foi utilizada como
referéncia na producdo de ramnolipidios nos experimentos de sele¢do de Pseudomonas para a
producdo de RHLs (item 5.1)

4.1.1 Preservacao dos isolados bacterianos

Cada um dos isolados bacterianos foi cultivado em caldo nutriente por 24 horas e, em
seguida, 5 mL de cada uma das culturas foram diluidos em 5 mL de uma solucdo aquosa de
glicerol a 20%. A suspensdo de células na solucdo de glicerol foi distribuida em tubos de
microcentrifuga (1000 pL por tubo), que foram mantidos em congelador de refrigerador

doméstico por 2 horas e finalmente congelados em freezer -80 °C.

4.2 Meios de Cultura

Neste estudo, foram utilizados os seguintes meios de cultura: Agar Nutriente; Caldo
Nutriente (Meio Complexo); SW (SIEGMUND e WAGNER, 1991); Meio Mineral (Meio
sintético) (RAMSAY et al., 1990).

4.2.1 Agar Nutriente e Caldo Nutriente

Os meios de cultura Agar nutriente e Caldo Nutriente sio designados de meios de
cultura complexos e sdo adequados ao crescimento e manutencdo de varios micro-
organismos. A composicao destes meios inclui 3 g de extrato de carne, 5 g de peptonae 1 L
de 4gua destilada, somente para o Agar Nutriente acrescenta-se 16 g de agar-agar que permite
ao meio obter uma consisténcia sélida, de forma a proporcionar um suporte ao

desenvolvimento das coldnias de micro-organismos.

4.2.2 Meio SW
O meio de cultura SW (SIEGMUND e WAGNER, 1991) continha os seguintes

compostos para cada litro de solucéo:
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[ SRS U U SRPRPSRSIN 0,02M
LI i L P 0,12M
IMIISO 4 vttt bbbttt bbb r e e e nns 0,0016M
AZULAE MELIHENO ... re s 15 mg*
CTAB (Brometo de Cetil Trimetil AMONI0) ......ccceeveeiieiieiieie e 200 mg
AL 16 9
FONEE € CADONO ..ottt e e e nas 1g
FONte de NITFOGENIO .....evveciicceeee et 0,02M

O pH do meio de cultura foi ajustado para 7,2.
* a concentracdo de azul de metileno foi aumentada em seis vezes, em relacdo ao meio de
cultura proposto por SIEGMUND e WAGNER (1991), seguindo uma adaptacdo proposta por
PEIXOTO, 2008.

4.2.3 Meio Mineral
O meio de cultura mineral (RAMSAY et al., 1990) possuia 0s seguintes compostos

para cada litro de solucao:

I | 3549
NP1 VOO 159
Citrato Férrico Amoniacal (SOL. 6%0)........ccuiereireiiiiieeseseee e 1mL
MQSO4.7 HaO (SOL. 2090) ...ttt e 1mL
(OF: (0F PR o Y O (o] I ) SO RRSRTOSRP 1mL
SOIUGED de elEMENTOS rAGOS ..ottt 1mL

Composicdo da solucdo de elementos tracos para 1 L.:

HaB O3ttt e et nre e 0,30 g
(070101 P 6] Y LSS 0,20 g
A 11O A D O L 0,109
IMNCl2 = AH20 oo 0,03 g
NAMOO L — 2H20 .ottt 0,03 g
N O P ] P LRSS 0,02¢g

CUSOL = 5H20 eevvvveeoeeeeseeseseseeeeeeessseeesseeesseeessesessesseese s seesssssseeseseessssssssseeenes 0,019
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Neste meio, trés fontes de nitrogénio foram adicionadas e testadas quanto a producéo
de biossurfactante, em diferentes cultivos: sulfato de aménio [(NH4),SO,], nitrato de sodio
(NaNO3) e ureia [CO(NH,) 2], todas na concentragédo de 1 g/L.

Além das fontes de nitrogénio, dezesseis fontes de carbono foram avaliadas: glicose,
frutose, glicerol (20 g/L), &cido laurico, &cido octanoico (5 g/L) e éleos de algodao, arroz,
canola, coco, girassol, linhaca, mamona, milho, soja, palma e tungue (1% Vv,

correspondendo a cerca de 9 g/L).

4.2.3.1 Composic¢ao dos 6leos vegetais
AVILA-LEON e colaboradores (2007) avaliaram as composi¢des de acidos graxos dos

Oleos vegetais utilizados nesse estudo, que sdo apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2 - Composicéo de &cidos graxos de 6leos vegetais obtida por analise de cromatografia gasosa.

Oleos Composicao de &cidos graxos (% m/m)

Vegetais C8 Cl0 Ci12 Cl4 Cle (Ci8 (C181 (182 C(Ci18:3 C18:1* C18:3*
Algodéo 0,27 14,64 3,78 21,77 55,08 4,46

Arroz 16,79 3,96 36,99 39,77 2,49

Canola 022 026 405 155 1160 397 2065 5132 6,38
Coco 221 263 4315 1632 968 3,71 1894 333 0,04

Girassol 0,08 895 4,16 20,70 62,42 3,70
Linhaca 11,29 3,26 21,29 5730 6,86
Mamona 10,66 6,55 27,74 ? 535 49,71

Milho 013 015 237 091 1138 393 2483 50,84 545
Palma 002 002 025 082 4142 499 4235 989 024
Soja 11,16 3,73 24,46 54,87 5,78
Tungue 8,63 652 22,75 1941 ? 42,69

Fonte: AVILA-LEON et al., 2007.

C8 — acido octanoico, C10 — 4cido decanoico, C12 — 4cido laurico, C14 — &cido miristico, C16 — acido palmitico,
C18 - A4cido estedrico, C18:1 — &cido oleico, C18:2 — 4&cido linoleico, C18:3 — 4&cido linolénico,
C18:1* - acido ricinoleico, C18:3* - 4cido o-eleostearico. ? — valores ndo determinados pois outros compostos
apresentavam o mesmo tempo de retencdo destes acidos graxos.

4.3 Esterilizacao

As solucdes e os meios de cultura foram esterilizados em autoclave por 15 minutos, a
121°C, exceto os 0Oleos vegetais que foram esterilizados em forno a 180 °C por 2 horas e as
solugdes de acido laurico e azul de metileno que foram filtradas atraves de membrana de poro
0,22 um (Millipore).

4.4 Selecdo de melhores produtores de RHLs
Cada um dos isolados foi estriado em meio SW (SIEGMUND e WAGNER, 1991) e
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incubado a 30 °C por até 7 dias. Nos meios de cultura SW, diferentes fontes de carbono
(glicose, frutose, glicerol e &cidos laurico e octanoico) e nitrogénio (sulfato de aménio, nitrato
de sadio e ureia) foram avaliadas. A formacdo de um halo de precipitado azul escuro ao redor
da col6nia indicava a producéo de biossurfactante pelo micro-organismo.

Foram selecionados os isolados produtores de tensoativos que apresentaram formacéo
de halos maiores ou em menor tempo de cultivo como melhores produtores de ramnolipidios

para os estudos posteriores.

4.5 Cultivos de bactérias sob condic¢des para producéo de RHLs

Cada um dos isolados bacterianos selecionados para os ensaios em meio liquido foi
estriado em agar nutriente e cultivado por 24 horas. Col6nias isoladas foram utilizadas para
inocular 25 mL de caldo nutriente e incubadas por 24 horas em agitador rotativo (150 rpm, 30
°C). Um volume de 1,5 mL da cultura em caldo nutriente foi utilizado para inocular 25 mL de
meio mineral (meio de cultura sintético) contendo excesso de fonte de carbono (20 g/L de
glicose, frutose, glicerol, 5 g/L de acido laurico, acido octanoico, ou 9 g/L de 6leo vegetal) e
guantidade limitada da fonte de nitrogénio (sulfato de amdnio, nitrato de sddio ou ureia, todos
na concentracdo de 1 g/L). As células foram cultivadas por 72 horas e a cultura foi analisada
quanto a: pH, massa seca celular, quantidade e composicdo de PHAs. A producdo de
ramnolipidios foi caracterizada pelas seguintes metodologias: indice de emulsificacéo,
composicdo de 3-hidroxidcidos (CG) e quantidade de ramnose (HPLC). Todas as analises

foram realizadas em duplicata, nas quais a média e o desvio-padrdo foram considerados.

4.6 Cultivo em Biorreator

Col6nias isoladas em agar nutriente (24 horas, 30 °C) foram inoculadas em caldo
nutriente e incubadas em agitador rotativo (24 horas, 150 rpm, 30°C). Esta cultura foi
utilizada para inocular o meio mineral (RAMSAY et al., 1990) contendo 6leo de linhaca
(cerca de 9 g/L), como fonte de carbono, e, posteriormente, incubada (24 horas, 150 rpm,
30°C). O cultivo em meio mineral foi inoculado em biorreator BBraum Biostat B (volume atil
2,5 litros) contendo meio mineral (Composi¢édo do meio para 1 L: 4,6 g de NaNOs; 0,6 g de
KH,POy; 0,3 g de MgSO,.7 H,0; 1 g de NaCl; 1 mL das solucdes de CaCl,.2 H,0O (1%),
Citrato Férrico Amoniacal (6%) e 2 mL da solugéo de elementos tragos). A temperatura foi
controlada em 30°C e o pH em 7,0 (com solugdes de 0,5 N de NaOH e H,S0O,). Ao longo do
cultivo foram realizadas alimentacGes da fonte de carbono e retiradas amostras para analisar:

massa seca celular, PHAs e RHLs.
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4.7 Purificacédo de RHLs

Para purificacdo dos ramnolipidios, o sobrenadante da cultura foi acidificado com
H,SO, até pH 2,0 e mantido a 4 °C por pelo menos 16 horas. Os ramnolipidios precipitados
foram separados por centrifugagéo (8.000 rpm, 10 min., 4 °C) (COSTA et al., 2009a). Com o
objetivo de obter uma maior purificacdo, os ramnolipidios foram ressuspensos em solugéo de
bicarbonato 50 mM (pH 7.0) e novamente precipitados seguindo 0 mesmo procedimento

acima. Finalmente, o produto final obtido foi seco por liofilizac&o.

4.8 Extracdo de PHAs
Cerca de 2 g de células foram transferidas para um tubo de vidro com tampa e
adicionados 4 mL de cloroférmio. O tubo foi agitado por 24 horas para extracdo do polimero.

Apos filtracdo, para remocéo de células, o cloroférmio foi evaporado, obtendo-se o PHA.

4.9 Metodologias analiticas
4.9.1 Determinacao do pH

O sobrenadante resultante do cultivo de cada isolado foi separado das células por
centrifugacdo e posteriormente determinado o pH em um potenciémetro (Tecnal — TEC-2),
previamente calibrado utilizando solugdes padrdes de pH 4,0 e 7,0.

4.9.2 Concentracdo de Biomassa (Massa Seca Celular)

Amostras das culturas (10 mL) foram centrifugadas (10000 rpm, 10 min., 4 °C),
lavadas duas vezes com uma solucdo de NaCl (0,85% m/v) e Tween 80%® (0,1% V/v) e
submetidas a liofilizacdo. Apds secagem a massa das amostras foi medida e a concentracéo da

massa seca celular (g/L) foi determinada.

4.9.3 Determinacao de PHAs

Cerca de 10 mg de células liofilizadas foram submetidas a propandlise em tubo ao
qual foram adicionados: 2 mL de solugdo de HCI em propanol (1:4 v/v) e 2 mL de 1,2
dicloroetano. Uma solucdo de acido benzoico (40g/L) em propanol foi utilizada como padréo
interno (100 uL) (RIIS e MAI, 1988). Apos vigorosa agitagdo, a mistura foi incubada em
banho a 100 °C por 3 horas, agitando-se mais uma vez apds os primeiros 30 minutos. Em
seguida, resfriaram-se os tubos, adicionou-se dgua destilada (4 mL), agitou-se em agitador de

tubos vortex por 30 segundos e, apos repouso, separou-se a fase organica inferior, contendo os
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propil-ésteres. A concentracdo de propil-ésteres foi determinada por cromatografia gasosa.
Cerca de 1 pL da fase organica foi analisada apdés a injecdo fracionada (1:20) em
cromatografo Agilent 7890A equipado com uma coluna HP5, detectando-se os propil-ésteres
por meio de ionizagdo de chama. As temperaturas do injetor e detector foram 250 °C e 300 °C,
respectivamente. Empregou-se um programa de temperatura da coluna para separar os propil-
ésteres, que consistiu em 100 °C por 1 minuto, aumentando até 180°C a uma razéo de 8°C/min
e 180 °C por 15 minutos. O gas de arraste empregado foi hélio a uma vazéo de 0,8 mL/min.
PHAs de composi¢do conhecida, foram utilizados como padrdo externo para
identificacdo dos mondmeros 3-hidroxibutirato (3HB), 3-hidroxihexanoato (3HHXx), 3-
hidroxioctanoato (3HO), 3-hidroxidecanoato (3HD), 3-hidroxidodecanoato (3HDd) e 3-
hidroxi-5-dodecenoato (3HDdAs). A identificagdo do mondmero 3-hidroxi-6-dodecenoato
(3HDdA) foi realizada seguindo o padréo de analise de SILVA-QUEIROZ et al. (2009).

4.9.4 Determinacao de RHLs
Para determinacdo da quantidade e composi¢do de ramnolipidios produzidos foram

analisados os 3-hidroxiacidos e a ramnose presentes no sobrenadante.

4.9.4.1 Presenca de 3-hidroxiacidos

A presenca de 3-hidroxiacidos (3HAs) foi determinada colocando 5 mL do
sobrenadante em tubos de ensaio com tampa e congelando-os inclinados para que se
formassem uma rampa, aumentando, assim, a superficie de contato com o ar. Apds o
congelamento, esse sobrenadante foi liofilizado e, por fim, analisado seguindo a metodologia

de propanolise e analise por cromatografia gasosa descrita no item 4.9.3.

4.9.4.2 Presenca de ramnose

A ramnose presente no sobrenadante foi determinada por meio de uma hidrélise em
gue 1 mL do sobrenadante foi colocado em tubos de ensaio com tampa, seguida da adicdo de
100 pL de uma solugdo H2SO4a 10 M. A amostra foi aquecida a 98 °C por 5 horas e, ao final,
foram acrescentados 100 uL. de uma solu¢ao de NaOH a 10 M para neutralizar a reagdo. O
sobrenadante, agora tratado, foi analisado em cromatdgrafo liquido (HPLC) Ultimate 3000
(Dionex, Sunnyvale, CA, Estados Unidos) com detector por indice de refracdo (Shodex,
Kawasaki, Kanagawa, Japan) a 35 °C, coluna HPX-87H (Bio-Rad, Hercules, CA, Estados
Unidos) a 45 °C, fase movel de H,SO4 5 mM com fluxo de 0,6 mL/min. e volume de injecéo

de 20 uL. SolucGes de ramnose foram preparadas nas concentragdes de 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e
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1,0 g/L e utilizadas como padréo para elaboracdo da curva de calibragéo.

4.10 indice de Emulsificacéo (Ezs)

O indice de emulsificagdo (E,4) foi determinado seguindo uma adaptacdo da
metodologia de CHEN et al. (2007). Em tubo de vidro de 13 mm de diametro foi adicionado 2
mL de hexadecano e 2 mL de sobrenadante da cultura bacteriana. Os tubos foram agitados por
2 minutos e mantidos a temperatura ambiente por 24 horas. O indice de emulsificacdo
corresponde a divisdo da altura da emulsdo pela altura total da coluna, multiplicando o

resultado por 100.

4.11 Caracterizacdo Molecular das Bactérias Selecionadas

Os isolados selecionados foram caracterizados conforme descrito a seguir.

4.11.1 Extracdo de DNA gendmico das bactérias selecionadas
Para extracdo de DNA gendmico das bactérias selecionadas foi utilizado o kit de
extracdo de DNA gendmico DNeasy Blood e Tissue Kit (Qiagen) conforme as instrucdes do

fabricante, ap6s o cultivo das linhagens bacterianas por 12 horas em caldo nutriente.

4.11.2 Amplificagéo da regido 16S rDNA.
O gene 16S rDNA foi amplificado utilizando os iniciadores 27f e 1401r como
indicado por HEUER e colaboradores (1997). A amplificacdo foi realizada em termociclador

Mastercycler Gradient (Eppendorf, Hamburg, Alemanha) utilizando o kit GoTaq Master Mix

(Promega, Madison, WI, Estados Unidos). Foram utilizados 2 pL de solucdo de DNA
gendmico contendo entre 30 e 150 ng/pl de DNA molde, 25 pyL de GoTaq® Green Master
Mix, 2 L de iniciador 27f (10 uM) 5’ AGA GTT TGA TCM TGGCTC AG, 2 L iniciador
1410r (10 uyM) 5°CCG ATS GCI CCS AGIGAG TG, completando com &gua livre de

nuclease para um volume final de 50 pL. As condigdes de amplificagdo empregadas foram:

uma desnaturacdo inicial por 2 min a 94 °C, seguida de 30 ciclos de 1 min a 94 °C, 1 min a 56

°C, 3 min a 72 °C e uma extensao final 10 min a 72 °C.
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4.11.3 Anélise de DNA em gel de agarose.

Para a visualizac&o e andlise de DNA foi utilizada a técnica de eletroforese em gel de
agarose 1% (m/v) em solucdo TAE (tris hidroximetil aminometano (Tris-Base) 242 g/L, acido
acetico glacial 57,1 mL, 100 mL EDTA (etileno diamino tetracetato) 0,5M e 1000 mL H,0),
realizadas a 80 V, 110 mA, 90 W, por aproximadamente 1 hora. Os fragmentos de DNA
foram corados em brometo de etidieo (0,1 mg/100 mL de TAE) por 20 minutos e visualizado

sob luz UV (254 nm) em transiluminador (UVP Benchtop Transilluminator).

4.11.4 Purificacdo do DNA a partir do produto de PCR

O produto da reacdo de PCR foi purificado utilizando o kit de purificacdo QIAquick
PCR purification (QIAGEN), ) conforme as instrucdes do fabricante, e encaminhado para
sequenciamento. As reacdes foram executas no Centro de Estudos do Genoma Humano
conforme o protocolo descrito no site da instituicdo (http://genoma.ib.usp.br). Os resultados
dos sequenciamentos foram alinhados com as sequéncias disponiveis no banco de dados do

NCBI (do inglés: National Center for Biotechnology Information).


http://genoma.ib.usp.br/
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho, 47 isolados bacterianos previamente identificados como pertencentes
ao género Pseudomonas e como capazes de produzir ramnolipidios foram avaliados quanto a
capacidade de produzir esse biossurfactante. Os isolados foram estriados em 15 diferentes
combinagOes de meio de cultura SW (5 fontes de carbono e 3 fontes de nitrogénio diferentes)
apropriados para deteccdo da producdo de tensoativos levemente anidnicos. A andlise foi
realizada de forma qualitativa, ou seja, foram identificados os melhores produtores de
ramnolipidios com base no tamanho do halo formado, bem como se o halo era formado em
um tempo menor de cultivo.

A partir dos resultados qualitativos, foram selecionados cinco isolados para avaliacao
em experimentos quantitativos de producéo de ramnolipidios. Estes isolados foram avaliados
com relacdo a producdo de ramnolipidios em 48 combinagdes de meio mineral diferentes (16
fontes de carbono e 3 fontes de nitrogénio). O objetivo destes experimentos foi avaliar os
efeitos das fontes de carbono e/ou nitrogénio na quantidade e composi¢do do ramnolipidio
produzido. Além disso, a capacidade emulsificante dos diferentes ramnolipidios produzidos
foi avaliada com o objetivo de identificar se existe uma correlagdo entre a composicao do
biossurfactante e essa propriedade tensoativa. Foram ainda analisadas a quantidade e
composigdo de polihidroxialcanoatos produzidos, de forma a avaliar inter-relagbes
metabolicas na sintese dos dois compostos (ramnolipidios e polihidroxialcanoatos). E

finalmente, uma situacdo foi escolhida para avaliacdo em ensaio de biorreator.

5.1 Selecé@o de Pseudomonas para a producao de RHLs

Os 47 isolados de Pseudomonas anteriormente detectados como produtores de
ramnolipidios (GOMEZ, 2000; PEIXOTO, 2008; STRELEC, 2006) foram avaliados em meio
mineral SW (SIEGMUND e WAGNER, 1991) contendo cinco fontes de carbono diferentes
(glicose, frutose, glicerol, &cido octanoico e &cido laurico) e trés fontes de nitrogénio (sulfato
de amonio, nitrato de sddio e ureia), todos realizados em duplicata. Este meio é composto por
um surfactante catiénico (CTAB), o qual forma um complexo com moléculas anidnicas do
ramnolipidio, podendo ser visualizado na presenca do corante azul de metileno devido a
formacgdo de um precipitado azul escuro ao redor das colonias produtoras do tensoativo
(SIEGMUND e WAGNER, 1991).

A Figura 7 representa um dos cultivos realizados em meio mineral SW no qual é

possivel visualizar a formacdo de halos azuis ao redor de alguns dos isolados bacterianos
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estriados na placa, indicando a producéo de RHLs.

Figura 7 - Cultivo em meio mineral SW composto por nitrato de sédio e glicose, como fontes de nitrogénio e
carbono, respectivamente, evidenciando a producdo de ramnolipidios pela formacdo de halos azuis
escuros ao redor das col6nias.

Para 11 dos isolados (RMP1232, RMP1235, RMP1253, RMP1300, RMP1303,
RMP1470, LFM642, LFM648, LFM705, LFM706 e LFM717) analisados ndo foi observada a
formagé&o de halos em qualquer dos meios de cultura testados (Tabela 3).

Para os meios de cultura que continham sulfato de aménio como fonte de nitrogénio
ndo houve formacdo de halos ao redor das colénias por nenhum isolado testado, com excecao
do cultivo utilizando &cido octanoico como fonte de carbono, no qual 27 isolados
apresentaram formacao do precipitado azul.

Nos meios de cultura contendo as outras fontes de nitrogénio (ureia e nitrato de sédio),
foi observado um comportamento bastante varidvel dos diferentes isolados (Tabela 3). Oito
isolados (RMP1256, RMP1315, RMP1316, RMP1321, RMP1322, RMP1484, RMP1485 e
RMP1486) apresentaram a formagdo de halos intensos em todas as fontes de carbono
avaliadas. Um isolado (RMP225) apresentou comportamento semelhante a esses isolados,
porém nos meios de cultura contendo glicose como fonte de carbono foi observada a
formacdo de halos pouco intensos. A linhagem de referéncia (P. aeruginosa ATCC9027 =
LFM719) também apresentou halos intensos na maioria das fontes de carbono avaliadas, no
entanto quando glicerol e acido laurico foram supridos em meio contendo nitrato como fonte
de nitrogénio, foram observados halos pouco intensos. Outro grupo de sete isolados
(RMP1476, RMP1480, RMP1481, RMP1482, RMP1489, LFM171 e LFM634) também

apresentou halos intensos nas diferentes fontes de carbono avaliadas, exceto quando
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cultivados com acido laurico. Para os demais isolados foram observados halos intensos ou

pouco intensos em uma ou outra fonte de carbono ou nitrogénio.

Tabela 3 - Avaliacdo qualitativa da producéo de ramnolipidios em meio de cultura SW.

Continua

Sulfato de Amonio

Nitrato de Sodio

Ureia

Isolado G

F

GL AL A0 G

F

GL AL AO G

F

GL AL AO

RMP 225
RMP 1201B
RMP 1232
RMP 1235
RMP 1253
RMP 1256
RMP 1267
RMP 1300
RMP 1303
RMP 1305
RMP 1312
RMP 1313
RMP 1315
RMP 1316
RMP 1321
RMP 1322
RMP 1330
RMP 1336
RMP 1340
RMP 1349
RMP 1470
RMP 1476
RMP 1480
RMP 1481
RMP 1482
RMP 1484
RMP 1485
RMP 1486
RMP 1487

+

+ 4+ + + + + +

+

(+/)
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+ 4+ + + + + +

+

+

+ + + +
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(+1-)
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+

+
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+

+

+ + o+ o+ + |

+ 4+ + + + + +

+

(+)

(1)

+

+ 4+ + + + + +

+
(+1-)

+

+ + + + + 4+ +

+

+

+ o+ o+ +

+
+
+

+
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+

Producéo de ramnolipidios: +, formacéao de halo intenso em curto tempo de cultivo (inferior a 48h); -, ndo houve
formacdo de halo; (+/-), formagdo de halo pouco intenso, ou ainda, formagdo de halo ap6s longo tempo de
cultivo (superior a 48h); Fontes de carbono avaliadas: G, glicose; F, frutose; GL, glicerol; AL, acido laurico;

AO, 4cido octanoico.
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Tabela 3 - Avaliacdo qualitativa da producéo de ramnolipidios em meio de cultura SW.

Concluséo
Sulfato de Aménio Nitrato de Sodio Ureia

Linhagem G F GL AL AO G F GL AL AO G F GL AL AO
RMP 1488 - - - - + +  (+-) o+ - + + - + - +
RMP 1489 - - - - + + + + - + + + + - +
LFM 171 - - - - + + + + - + (+) + + - +
LFM 634 - - - - + + + + - + + + + - +
LFM 635 - - - -+ - - - - - -+ - - -
LFM 642 - - - - - - - - - - - - - - -
LFM 648 - - - - - - - - - - - - - - -
LFM 702 - - - - - - - -+ - - - - - -
LFM 704 - - - - - - - -+ - - - - - -
LFM 705 - - - - - - - - - - - - - - -
LFM 706 - - - - - - - - - - - - - - -
LFM 708 - - - - - - - - - - - - () - -
LFM 709 - - - - +  (+-) o+ - - + +  (+) (+) -

LFM 710 - - - - + - - - + + A +
LFM 715 - - - - - - - - - - - - () - -
LFM 717 - - - - - - - - - - - - - - -
LFM 719 - - - - + + +  (+-) (+) o+ + + + + +
LFM 735 - - - - - - - -+ - - - - - -
LFM 767 - - - - + + + + - +  (+-) - + (+) o+

Producéo de ramnolipidios: +, formacéo de halo intenso em curto tempo de cultivo (inferior a 48h); -, ndo houve
formacdo de halo; (+/-), formagdo de halo pouco intenso, ou ainda, formagdo de halo apds longo tempo de
cultivo (superior a 48h); Fontes de carbono avaliadas: G, glicose; F, frutose; GL, glicerol; AL, acido laurico;
AQ, écido octanoico.

Foram selecionados como melhores produtores de biossurfactantes quatro isolados
bacterianos que apresentaram formacao de halos maiores ou em um tempo menor de cultivo:
RMP1256, RMP1315, RMP1484 ¢ RMP1486. O isolado LFM634 também foi selecionado
uma vez que ja existiam trabalhos que levaram a obtencdo de mutantes dessa linhagem
(STRELEC, 2006). Os isolados RMP1316, RMP1321, RMP1322 e RMP1485 também se
mostraram bastante eficientes na producdo de biossurfactante, entretanto, ndo foram
selecionados devido a complexidade dos experimentos seguintes, que limitava o numero

méaximo de isolados que poderiam ser avaliados.

5.2 Cultivos para producéo de RHLs

Os cinco isolados bacterianos selecionados na etapa anterior foram avaliados em
experimentos quantitativos. Os cultivos foram realizados em 48 combinacdes diferentes de
meio mineral liquido (RAMSAY et al., 1990). Foram testadas as trés fontes de nitrogénio

(sulfato de amonio, nitrato de sddio e ureia) e as cinco fontes de carbono (glicose, frutose,
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glicerol, &cidos laurico e octanoico) utilizadas na etapa anterior. Além dessas fontes de
carbono, onze 6leos vegetais foram avaliados (algodéo, arroz, canola, coco, girassol, linhaca,
mamona, milho, palma, soja e tungue). Nesses cultivos, foram avaliadas tanto a producao de
ramnolipidios como de polihidroxialcanoatos de forma a verificar se a producdo destes
poliésteres de alguma forma afeta a producéo de ramnolipidios. Tabelas com os resultados
completos destes experimentos sdo apresentadas no anexo A.

Os RHLs séo compostos por moléculas de acidos graxos e ramnose, desta forma, para
avaliacdo da producdo total de RHLs, tanto a porcdo lipidica, quanto a porcao glicidica,
devem ser quantificadas. Os &cidos graxos presentes em RHLs foram avaliados utilizando a
metodologia para anélise de PHAs, descrita no item 4.9.3. No entanto, para analise e
quantificacdo da ramnose produzida, uma nova metodologia foi desenvolvida e sera descrita
no item seguinte.

O DNA gendmico desses cinco isolados bacterianos selecionados foi extraido e
utilizado para amplificar fragmento correspondente a parte do DNAr 16S. O sequenciamento
desses fragmentos revelou, para todos os cinco isolados, 97-99% de similaridade e 95-97% de

identidade com o género Pseudomonas.

5.2.1 Padronizacdo da metodologia para andlise de ramnose

Os meétodos usualmente utilizados para quantificacdo de ramnose (método do
fenol/acido sulfurico (DUBOIS et al., 1956) ou do orcinol (CHANDRASEKARAN e
BENMILLER, 1980)) sdo baseados em medidas espectrofotométricas dos derivativos de
carboidratos (HEYD et al., 2008), assim, outros carboidratos presentes no sobrenadante,
podem interferir na quantificagdo. Com o objetivo de avaliar a presenca de ramnose no
sobrenadante dos cultivos, uma nova metodologia foi estabelecida. Nos ramnolipidios, os
carboidratos apresentam-se ligados a acidos graxos, desta forma, a deteccdo depende de sua
hidrélise prévia.

O isolado LFM 634 foi cultivado em meio mineral contendo glicose (cerca de 30 g/L)
como fonte de carbono e sulfato de aménio (cerca de 1 g/L) como fonte de nitrogénio, nas
condi¢cbes adequadas para producdo de elevadas quantidades de ramnolipidios. O
biossurfactante produzido foi purificado seguindo a metodologia de COSTA et al. (2009a).

Com o ramnolipidio purificado, uma solucdo desse tensoativo foi preparada (cerca de
1 g/L) e submetida a hidrdlise. Para tanto, a 1 mL da solucdo de ramnolipidios foram
adicionados 100 uL de uma solugdo de H,SO4 (10M). Essa mistura foi aquecida a 98 °C em

banho-seco por diferentes tempos, com o objetivo de identificar o tempo de hidrolise
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adequado. Apds retirada das amostras do banho-seco, estas eram resfriadas em banho de gelo
e neutralizadas com 100 pL de NaOH (10M). As amostras foram filtradas em membranas
0,45 um e injetadas em cromatografo liquido para deteccdo de ramnose, diferentes
concentragcdes de ramnose foram utilizadas como padrdo. Esse experimento foi realizado em

triplicata, e os resultados estéo representados na Figura 8.

Figura 8 - Concentracéo de ramnose apos diferentes tempos de hidrélise do ramnolipidio.
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De acordo com os resultados obtidos, a partir de 3 horas ja é possivel visualizar uma
estabilizacdo na concentracdo de ramnose detectada. Esses resultados corroboram com os
reportados por PEIXOTO (2008). Desta forma, o tempo de 5 horas parece ser suficiente para
completar-se a hidrolise e possibilitar a analise de ramnose nos sobrenadantes dos cultivos
realizados neste trabalho.

Com o objetivo de verificar se haveria perda de ramnose durante o processo de
hidrélise dois lotes de solucbes-padrdo de ramnose foram preparados nas seguintes
concentragdes: 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 e 3,0 g/L. Apenas um destes lotes foi
submetido a hidrdlise acida por 5 horas. A correlacdo entre as solucdes que sofreram hidrolise
e as solucdes ndo submetidas a esse procedimento indicou que 84,2% da ramnose é
recuperada apos esse processo (Figura 9), desta forma essa porcentagem de recuperacao foi
utilizada para corrigir as quantificacdes de ramnose nas amostras de ramnolipidios

hidrolisadas e analisadas neste estudo.
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Figura 9 - Correlagdo entre a concentragdo de ramnose nas solugdes que sofreram hidrdlise e aquelas nédo
submetidas a esse processo.
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5.2.2 Avaliagéo da producéo de RHLs

A andlise dos cultivos realizados para producdo de RHLs foi dividida em trés etapas:
producdo de ramnolipidios a partir de (i) carboidratos ou glicerol (Figura 10); (ii) &cidos
laurico ou octanoico (Figura 11); (iii) 6leos vegetais (Figura 12).

Para os cultivos utilizando glicose, frutose ou glicerol (Figura 10), dois isolados
(LFM634 e RMP1256) apresentaram valores de producdo de RHLs superiores a 2000 mg/L
em pelo menos uma das fontes de nitrogénio avaliadas. Nos cultivos utilizando sulfato de
amonio, o isolado LFM634 demonstrou altos niveis de producdo em meios contendo glicose
ou glicerol. O isolado RMP1256 produziu maiores quantidades de RHLs a partir de glicose
qguando ureia foi suprida no meio de cultura. No entanto, a partir de nitrato de sodio este
mesmo isolado também produziu quantidades expressivas de RHLs em cultivos com glicose e
glicerol. Nos cultivos a partir de frutose, ureia demonstrou ser a melhor fonte de nitrogénio
tanto para o isolado LFM 634, quanto para o isolado RMP 1256. Para outros dois isolado
(RMP1315 e RMP1486), observou-se a producdo de quantidades expressivas de RHLs (acima

de 2000 mg/L), mas apenas no cultivo utilizando glicerol, como fonte de carbono.



46

Figura 10 - Producdo de ramnolipidios a partir de cultivos utilizando carboidratos ou glicerol.
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Resultados em cinza claro, cinza escuro e branco representam cultivos com sulfato de aménio, nitrato de sodio e
ureia, respectivamente.

Acido octanoico ndo se mostrou uma fonte de carbono eficiente para a producio de
ramnolipidios, visto que nenhum dos isolados apresentou producdo acima de 2000 mg/L
(Figura 11). Nos cultivos utilizando acido laurico como fonte de carbono, foi observada a
producdo de RHLs correspondendo a mais que 2000 mg/L quando ureia foi suprida como
fonte de nitrogénio, com excecdo apenas do isolado LFM634, que produziu pequena
quantidade de RHLs em qualquer das fontes de nitrogénio avaliadas. A baixa eficiéncia de
producédo de ramnolipidios a partir de acido laurico pelo isolado LMF634 ja era indicada nos
testes qualitativos (Tabela 3). Quando sulfato de aménio foi suprido como fonte de
nitrogénio, somente os isolados RMP1484 e RMP1486 apresentaram valores de producdo de
RHLs acima de 2000 mg/L. Estes resultados sugerem que ureia é a fonte de nitrogénio ideal
para producdo de RHLs a partir de &cido laurico, embora algumas linhagens ndo sejam
capazes de utilizar essa fonte de carbono para producdo desse composto tensoativo (Figura
11).



47

Figura 11 - Producéo de ramnolipidios a partir de cultivos utilizando &cido laurico e &cido octanoico.
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Resultados em cinza claro, cinza escuro e branco representam cultivos com sulfato de aménio, nitrato de sodio e
ureia, respectivamente.

A Figura 12 apresenta a produgdo de RHLs para os cultivos utilizando dleos vegetais.
Quando os 6leos de tungue e mamona foram fornecidos, nenhum dos isolados foi capaz de
produzir RHLs em concentracBes expressivas (acima de 2000 mg/L). O que indica que nédo
sdo bons precursores para a sintese desses tensoativos.

Os isolados RMP1256 e RMP1315 foram capazes de produzir quantidades expressivas
de RHLs em todos os 0leos avaliados em pelo menos uma das fontes de nitrogénio fornecida,
com excec¢do dos 6leos de tungue e mamona que ndo foram boas fontes de carbono para
nenhum dos isolados.

Os 6leos de canola e linhaga permitiram a producdo de maiores concentracbes de
RHLs. O isolado RMP1256 atingiu mais que 3500 mg/L em 6leo de canola e nitrato. Em 6leo
de linhaca, os isolados RMP1256 e RMP1315 atingiram concentracdes de RHLSs superiores a
4000 mg/L quando nitrato foi suprido.

Em geral, nitrato foi a fonte de nitrogénio que promoveu a producdo de maior
quantidade de ramnolipidios, quando 6leos vegetais foram supridos como fonte de carbono.
Entretanto, esta ndo pode ser considerada uma regra geral, pois em alguns cultivos a

utilizacdo de ureia levou a formag&o de maiores quantidades de RHLs (Figura 12).



Figura 12 - Produgdo de ramnolipidios a partir de cultivos utilizando éleos vegetais.
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Resultados em cinza claro, cinza escuro e branco representam cultivos com sulfato de aménio, nitrato de sédio e

ureia, respectivamente.



Figura 12 - Producéo de ramnolipidios a partir de cultivos utilizando 6leos vegetais.
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Resultados em cinza claro, cinza escuro e branco representam cultivos com sulfato de aménio, nitrato de sédio e
ureia, respectivamente.

Os resultados desse estudo demonstraram que 6leo de linhaca e 6leo de canola foram
as fontes de carbono hidrofobicas que promoveram a formacdo de maiores quantidades de
ramnolipidios (>3500 mg/L). A glicose foi a unica fonte de carbono hidrofilica que permitiu a
producéo de altas quantidades desse tensoativo, mesmo assim, essa situacdo sé foi observada
para o isolado LFM634, quando cultivado em sulfato de aménio. MATA-SANDOVAL et al.
(2001), trabalhando com uma linhagem de P. aeruginosa UG2, observaram que substratos
hidrofébicos promovem formacdo de maiores quantidades de RHLs quando comparados a
substratos hidrofilicos. COSTA et al. (2009b) observaram que a producdo de RHLs variava
dependendo da fonte de carbono e da linhagem bacteriana avaliada.

COSTA et al. (2006) cultivaram a linhagem P. aeruginosa LBI em diferentes 6leos

brasileiros e atingiram valores da ordem de 9900 mg/L quando 6leo de castanha-do-para era
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fornecido como fonte de carbono. No entanto, as condic¢des de cultivo eram diferentes das
utilizadas neste trabalho, uma vez que o meio de cultura continha mais fonte de carbono (2%
(w/v)) e a analise foi realizada ap6s 120 horas de cultivo. WEI et al. (2005) reportaram que as
concentragdes de ramnolipidios produzidas por P. aeruginosa J4 aumentaram quando as
concentragbes de Oleos vegetais foram aumentadas de 20 para 100 mL/L, entretanto, o
periodo de cultivo de seus experimentos foram aumentados de 7 para 10 dias. SILVA et al.
(2010) observaram os maiores valores de concentracao de RHLs ap6s 96h de cultivo quando
avaliaram a producdo desse composto por P. aeruginosa UCP0992 a partir de glicerol. Desta
forma, aumentando-se a concentracdo de dleo vegetal fornecida, bem como tempo de cultivo,
espera-se atingir maiores concentragdes de RHLs utilizando as linhagens bacterianas deste
estudo.

Em geral, nos cultivos utilizando 6leos vegetais, nitrato de sodio se mostrou uma fonte
de nitrogénio interessante para producao de grandes quantidades de ramnolipidios. SILVA et
al. (2010) avaliaram a producdo de ramnolipidios a partir de glicerol, utilizando diferentes
fontes de nitrogénio (nitrato de sodio, ureia, sulfato de aménio, peptona, nitrato de aménia,
milhocina e extrato de levedura) e o nitrato de sodio foi o que melhor promoveu a producéo
de ramnolipidios. PIETRO et al. (2008) também consideraram nitrato de sédio como melhor
fonte de nitrogénio para producdo de RHLs quando avaliaram a producéo pela linhagem de P.
aeruginosa LBM10.

Segundo alguns autores (KOHLER et al., 2000; MULLIGAN e GIBBS, 1989; VAN
ALST et al., 2007; VENKATA RAMANA e KARANTH, 1989), a produgdo de
ramnolipidios é inibida na presenca de amdnia; glutamina, asparagina e arginina como fontes
de nitrogénio e promovida na presencga de nitrato, glutamato e aspartato. Muitos trabalhos
demonstram que nitrato € a melhor fonte de nitrogénio para a producdo de RHLs (VENKATA
RAMANA e KARANTH 1989; MANRESA et al., 1991; ARINO et al., 1996) e provoca
maior expressdo de rhlIAB em comparagdo com amdnia (DEZIEL et al., 2003). Porém a base
pela preferéncia por nitrato ainda ndo é conhecida, uma sugestao foi que P. aeruginosa esteja
usando nitrato como um aceptor final de elétrons mesmo na presenca de oxigénio
(MANRESA et al., 1991). SABRA et al. (2002) propuseram que P. aeruginosa produz
ramnolipidios para reduzir as taxa de transferéncia de oxigénio como forma de se proteger de
estresses oxidativos, e parece que esse mecanismo é ativado por deficiéncia de ferro (KIM et
al., 2003). Entretanto, excelentes producdes de RHLs também sdo obtidas na auséncia de
oxigénio (CHAYABUTRA et al. 2001). VAN ALST et al. (2007) sugeriram que NO (6xido

nitrico) promove maior expressdo de rhlAB. Eles observaram que mutantes nar (regido
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codificadora da enzima nitrato redutase transmembrénica) e nir (gene codificador da enzima
nitrito redutase) diminuiam consideravelmente a producdo de RHLs, porém quando
inativaram o gene nor (responsavel pela sintese de 6xido nitrico redutase) e nap (regido que
codifica para a enzima nitrato redutase periplasmatica) essa diminui¢do nao foi observada.
Assim, os resultados deste trabalho e da literatura em conjunto sugerem que a
producdo de ramnolipidios é dependente da linhagem bacteriana e ndo pode ser claramente
vinculada as fontes de carbono ou nitrogénio fornecidas. Processos de producdo deverao,
portanto, ser estabelecidos considerando a combinacdo linhagem/fonte de carbono/fonte de
nitrogénio. Por exemplo, considerando glicose como a fonte de carbono para producéo de
RHLs, o ideal seria utilizar o isolado LFM634 e sulfato de amonio como fonte de nitrogénio.
Por outro lado, se a fonte de carbono for rica em triglicérides (6leos vegetais), os isolados de

escolha seriam RMP1256 ou RMP1315 utilizando nitrato como fonte de nitrogénio.

5.2.3 Composicao dos RHLs produzidos

A anélise da composicdo dos 3-hidroxiacidos (3HAS) detectados em ramnolipidios
indicou que o 3-hidroxidecanoato (3HD) foi o principal constituinte, correspondendo a mais
que 60 mol% nos cultivos que apresentaram producdo de 3HAs superior a 300 mg/L, exceto
nos cultivos do isolado LFM634 em &cido laurico e nitrato, bem como do isolado RMP1256
em 6leo de linhaca e sulfato de amonio (anexo A). Essa deteccdo ressalta a alta especificidade
da enzima RhIA, em utilizar principalmente o0 3HD como substrato, como ja reportado na
literatura (CHOI et al., 2010; ZHU e ROCK, 2008).

Nos cultivos utilizando 6leos vegetais que continham em sua composicdo mais de 9%
de &cido linoleico (algod&o, arroz, canola, girassol, linhaca, milho, palma, soja e tungue), foi
detectada a presenca de 3-hidroxi-6-dodecenoato (3HDdAg) nos sobrenadantes. O 3HDdAg
ndo pode ser produzido na biossintese de acidos graxos, mas é o resultado da p-oxidacéo do
acido linoleico. Assim, este resultado sugere que a p-oxidacdo de acidos graxos deve estar
contribuindo direta ou indiretamente para a biossintese de ramnolipidios, ao contrario do
proposto na literatura (ZHU e ROCK, 2008).

Quando 6leo de mamona foi suprida como fonte de carbono, um pico diferente foi
detectado em altas concentragdes com tempo de retencdo de 15.0 min (Figura 13). O 6leo de
mamona apresenta em sua composi¢do altas concentra¢fes do acido ricinoleico, a p-oxidacao
desse acido graxo poderia gerar o acido 4-hidroxidecanoico, um composto ainda ndo descrito
como constituinte em RHLs. Para confirmacao da presenca deste composto, 0 RHL produzido
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a partir do cultivo utilizando o isolado LFM634, foi purificado e analisado por CG (Figura 13)
e CG-MS (Figura 14).

Figura 13 - Analise por cromatografia gasosa de propil-ésteres de 3HAs presentes em RHLs produzido pelo
isolado LFM634 a partir de 6leo de mamona.
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Figura 14 - Espectros de massas de propil-ésteres de 3HAs do RHL purificado a partir do ensaio utilizando 6leo
de mamona.
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A) Espectro de massa do 3-hidroxidecanoato; B) Espectro de do composto detectado em CG no tempo de 15.019
min.

A anédlise de espectrometria de massas ndo permitiu concluir que o composto
detectado nos RHLs produzidos a partir de Oleo de mamona corresponde ao 4-
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hidroxidecanoato. O fragmento [M-59] com m/e de 171 foi detectado, entretanto, o fragmento
correspondente a clivagem alfa do grupo hidroxil, que deveria apresentar m/e de 145 néo foi
detectado, embora um fragmento com m/e de 144 foi detectado. Uma vez que nas bibliotecas
de espectros de massas ndo foram detectados padrGes para o propil-éster do acido 4-
hidroxidecanoico e que a interpretacdo do espectrograma ndo foi conclusiva, serd necesséaria a
obtencdo de um padréo desse composto para uma analise mais conclusiva.

A relacdo 3HA/Ramnose (3HA/Ram) foi calculada a fim de estabelecer correlacfes
entre o tipo de ramnolipidio produzido e as fontes de nitrogénio ou carbono fornecidas.
Analisando as estruturas apresentadas na Figura 1, teriamos para RL1, RL2, RL3 e RL4,
valores de 3HA/Ram, respectivamente, de 1, 2, 0,5 e 1. Além desses componentes, também
podem estar presentes os &cidos 3-(3-hidroxialcanoiloxi)-alcanoicos, que contribuem para
aumentar o valor da relacdo 3HA/Ram. Desta forma, os valores de 3HA/Ram podem variar de
0,5 até valores muito grandes dependendo da quantidade dos diferentes componentes.
Claramente, a relacdo 3HA/Ram aponta para relacdo entre os componentes hidrofilico
(ramnose) e hidrofébico (3HA), que podem interferir nas propriedades tensoativas do
biossurfactante (NITSCHKE et al.,, 2005a). Um melhor entendimento da contribuicdo
individual de cada componente de RHL para a propriedade surfactante possibilitaria a
producdo de RHLs com propriedades desejaveis para usos especificos. A maioria dos
trabalhos nos quais a composi¢cdo dos RHLs foi avaliada, considerou apenas o tipo de RHL
produzido, ndo levando em consideracdo os 3HAAs também gerados. O célculo da relacdo
3HA/Ram realizado neste estudo, além de estimar a predominancia de um tipo de RHL para
cada cultivo avaliado, considera também a formagdo dos 3HAAs.

Em geral, observou-se valores altos de 3HA/Ram, sugerindo que além de mono e di-
ramnolipidios, uma importante parcela de 3HAAs constitui 0s compostos tensoativos
produzidos. Para melhor avaliar a interferéncia da fonte de carbono ou nitrogénio na
composicdo de RHLs a correlagdo entre a concentracdo de ramnose e 3HA foi avaliada. A
partir desses valores ndo foi possivel estabelecer qualquer relacdo entre a fonte de nitrogénio e
a relacdo 3HA/Ram (Figura 15). Com relacdo as fontes de carbono fornecidas foi possivel
fazer algumas observac6es (Figura 16).

Segundo alguns autores (DEZIEL et al., 1999; NITSCHKE et al., 2005b; RAZA et al.,
2009), a predominancia de um tipo de ramnolipidio varia de acordo com a fonte de carbono
utilizada. Quando P. aeruginosa LBI foi cultivada em substratos hidrofilicos, tais como
glicerol ou glicose, o di-ramnolipidio era predominante, ao passo que em substratos

hidrofobicos 0 homologo de mono-ramnolipidio predominava (NITSCHKE et al. 2005b). Um
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estudo mais recente desse grupo (NITSCHKE et al.,, 2010) avaliou a producdo de
ramnolipidios a partir de residuos de éleo de soja, eles notaram que ao longo do cultivo a
composicdo dos homdlogos de ramnolipidios variava e, ao término do ensaio (144 h), o
mono-ramnolipidio era o constituinte predominante . COSTA et al. (2006) cultivaram a
mesma linhagem bacteriana com diferentes Oleos vegetais brasileiros e identificaram a
predominancia de di-ramnolipidios. Essas diferengas nos tipos de ramnolipidios observados
podem resultar da composicdo da fonte de carbono ou, mais provavelmente, das especificas
condicdes de cultivo (COSTA et al., 2006). SYLDATK et al. (1985) afirmaram que as
condicGes ambientais podem também afetar a distribuicdo dos homdlogos de ramnolipidios.
Em contrapartida, MATA-SANDOVAL et al. (2001) observaram que P. aeruginosa UG2
produziu misturas de ramnolipidios com composicdo similar independente do substrato
utilizado como fonte de carbono.

De acordo com a Figura 16, tantos nos cultivos utilizando substratos hidrofilicos
quanto nos que utilizaram substratos hidrofébicos, o mono-ramnolipidio foi predominante,
uma vez que a maioria dos pontos esta mais préxima da linha correspondente a este tipo de
RHL. Entretanto, substratos hidrofobicos, parecem favorecer a maior formacdo de 3HAAS,
pois nesses cultivos ha situacdes em que se observou baixa producdo de ramnose e elevadas
producdes de 3HAs. Essa maior producdo de 3HAS a partir de 6leos vegetais ja havia sido
detectada antes por STRELEC (2006). As maiores concentracbes de ramnose foram
observadas a partir de carboidratos, sugerindo que substratos hidrofilicos favorecem a

producdo de ramnose quando comparados aos substratos hidrofobicos.
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Figura 15. Correlacéo entre a concentracdo de ramnose e 3HAs presentes em RHLSs a partir das diferentes fontes

de nitrogénio fornecidas.

2000 A

1500 A

1000 A

Ramnose (mg/L)

500 A

0

7 .
’?'.}QK + +:FL-|'|-E|E"|L o

Sulfato de amoénio

s 4 - "--’-'
o+

&

glicose
frutose
glicerol
x ac. laurico
* 4c. octandico
+ ol. algodédo
+ ol. arroz
= ol. canola
O ol. coco
ol. girassol
ol. linhaca
< ol. mamona
ol. milho
ol. palma
O ol. soja
A ol. tungue

1000 2000 3000

3HA (mgl/L)

4000 5000

2000 A

1500

1000 A

500 4

Ramnose (mg/L)

0

Nitrato de sddio

//O .f“"fo

# "N

C O
W’{K s * -
/ | & @D 0O

glicose
frutose
glicerol
x ac. laurico
x ac. octanobico
+ ol. algodéo
+ ol. arroz
= ol. canola
O ol. coco
ol. girassol
ol. linhaca
< ol. mamona
ol. milho
ol. palma
O ol. soja
A ol. tungue

1000 2000 3000

3HA (mg/L)

4000 5000

2000 A

1500

1000 A

Ramnose (mg/L)

500 A

Ureia

glicose
frutose
glicerol
x ac. laurico
X ac. octanéico
+ ol. algodao
+ ol. arroz
= ol. canola
O ol. coco
ol. girassol
ol. linhaca
<© ol. mamona
ol. milho
ol. palma
O ol. soja
A ol. tungue

1000 2000 3000

3HA (mg/L)

4000 5000

A linha tracejada (vermelha) indica os valores esperados para di-ramnolipidios, € a linha continua (preta) indica
os valores esperados para mono-ramnoliopidios. Esses valores foram calculados considerando a massa molar de

di-ramnolipidios e mono-ramnolipidios contendo como 3-hidroxiacidos apenas o 3-hidroxidecanoato.
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Figura 16. Correlagdo entre a concentragdo de ramnose e 3HASs presentes em RHLs a partir das diferentes fontes
de carbono fornecidas.
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ramnoliopidios. Esses valores foram calculados considerando a massa molar de di-ramnolipidios e mono-
ramnolipidios contendo como 3-hidroxicidos apenas o 3-hidroxidecanoato.

5.2.4 Avaliacédo da producéo de PHAs

Em geral, a concentracdo de PHAs produzidos nédo ultrapassou o valor de 2000 mg/L,
exceto para os isolados RMP1484 quando cultivado com 6leo de palma e sulfato de amonio e
RMP1486 quando cultivado com éleo de milho e sulfato de aménio (Figura 19). MARSUDI
et al. (2008) reportaram que Gleo de palma favoreceu a producdo de polihidroxialcanoatos
guando avaliaram a producdo simultanea de RHLs e PHAs por uma linhagem de
Pseudomonas aeruginosa. Entretanto, para os resultados obtidos nesse estudo, tanto RHLs
quanto PHAs foram produzidos em quantidades semelhantes. Além disso, essa alta producgéo
de PHAs a partir de 6leo de palma, ndo foi observada por nenhum outro isolado avaliado.

Nos cultivos utilizando carboidratos ou glicerol, apenas o isolado LFM634 apresentou
producdo de PHAs acima de 1500 mg/L, porém apenas quando cultivado com glicose e
nitrato de sodio (Figura 17).

Nenhum dos isolados bacterianos apresentou expressiva produgdo de PHAs (acima de
1500 mg/L) a partir de acidos laurico e octanoico (Figura 18).

Para os cultivos utilizando 6leos vegetais, apenas algumas situacdes atingiram valores
de producdo de PHAs acima de 1500 mg/L: isolados LFM634 e RMP1484 com 6leo de
girassol, RMP1486 com dleo de milho ou algoddo, RMP1484 e RMP1486 com 6leo de canola
e RMP1484 com 6leo de arroz (Figura 19).

Sulfato de am6nio se mostrou a melhor fonte de nitrogénio para produgdo de PHAsS.
Em geral essa foi a fonte de nitrogénio que promoveu a producdo de maiores quantidades de
PHAs (acima de 1500 mg/L), com excegdo apenas do isolado LFM634 cultivado com glicose.



S7

Figura 17. Producéo de polihidroxialcanoatos a partir de cultivos utilizando carboidratos ou glicerol.
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Figura 18. Produgdo de polihidroxialcanoatos a partir de cultivos utilizando cidos laurico e octanoico.
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Resultados em cinza claro, cinza escuro e branco representam cultivos com sulfato de aménio, nitrato de sédio e

ureia, respectivamente.

Figura 19. Producéo de polihidroxialcanoatos a partir de cultivos utilizando dleos vegetais.
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Figura 19. Produgdo de polihidroxialcanoatos a partir de cultivos utilizando 6leos vegetais.
(concluséo)
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AVILA-LEON et al. (2007) avaliaram a producdo de PHAs por duas linhagens de
Pseudomonas utilizando esses mesmos 0Oleos vegetais. A linhagem Pseudomonas aeruginosa
IPT171 ndo foi capaz de produzir quantidades expressivas de PHA com nenhuma das fontes
de carbono avaliada. Ja a linhagem Pseudomonas sp. IPT046 foi capaz de produzir
quantidades expressivas de PHAs (acima de 2000 mg/L) a partir de trés fontes de carbono
avaliadas, 6leos de linhaga, coco e palma. Os resultados reportados por AVILA-LEON et al.
(2007) corroboram os resultados obtidos nesse trabalho. A producdo de PHAs foi dependente
da linhagem bacteriana, visto que nem todos os isolados foram capazes de produzir elevadas
quantidades de PHAs mesmo naquelas fontes de carbono que promoveram a maior formagéo
de PHAs (6leo de palma e milho). Além disso, alta producdo de PHAs foi observada a partir
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de o6leo de palma (isolado RMP1484 cultivado com sulfato de amdnio), entretanto para o0s
6leos de linhacga e coco essa elevada producdo ndo foi observada. Futuras anélises podem ser
realizadas para avaliar se misturas de 6leos podem melhorar a produgdo de PHAS por esse
isolado, por exemplo, a adicdo de dleos de linhaca e coco, ao cultivo a partir de 6leo de
palma.

Desta forma, esses resultados indicam que a producgdo de PHAs ndo estd vinculada a
fonte de carbono e nitrogénio, pois mesmo aquelas fontes que promoveram maiores valores
de producdo de PHAS, ndo permitiram essa alta producdo para todos os isolados avaliados.
Indicando que assim como para RHLs, a producdo de PHAS é especifica para cada linhagem
bacteriana.

5.2.5 Composicédo dos PHAs produzidos

Quando carboidratos e glicerol foram supridos como fonte de carbono, o principal
constituinte em polihidroxialcanoatos foi o 3-hidroxidecanoato (3HD) correspondendo a mais
de 60% em todos os cultivos nos quais o polimero produzido atingia concentraces acima de
10% da massa seca celular (MSC). Nos cultivos utilizando acidos graxos e 6leos vegetais, 0
3HD também foi o principal constituinte (aproximadamente 50%) nos ensaios em que se
observava formacédo de PHAs acima de 10% da MSC, no entanto, uma importante parcela de
3-hidroxioctanoato (3HO) também foi detectada (aproximadamente 35%), com excecao
apenas do cultivo utilizando acido octanoico, no qual o 3HO foi o principal constituinte
(Anexo A).

Nos cultivos utilizando 6leo de mamona, 0 mesmo pico detectado em RHLs com
tempo de retengdo de 15.0 min, também foi observado no PHA produzido (Figura 20). Como
ja mencionado, esse pico poderia corresponder ao propil-éster do acido 4-hidroxidecanoato,
um composto que provavelmente foi detectado em pequena quantidade no PHA produzido
por P. aeruginosa 44T1 a partir de 6leo de mamona (EGGINK et al., 1995). Para confirmacéo
da presenca deste composto em PHAs, anélises de CG-MS devem ser realizadas utilizando

um padréo do propil-éster do acido 4-hidroxidecanoico para sua melhor identificag&o.
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Figura 20 - Andlise por cromatografia gasosa de células liofilizadas do isolado LFM634 cultivado com dleo de
mamona.
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Para os cultivos utilizando O6leo de tungue, as analises de cromatografia gasosa
revelaram um perfil de picos diferente. Dois picos ndo detectados em nenhum outro cultivo
foram observados a partir dessa fonte de carbono: um pico anterior ao 3-hidroxioctanoato e
outro anterior ao 3-hidroxidecanoato. Essa proximidade dos picos aos mondémeros 3HO e
3HD sugere que esses dois picos diferentes podem corresponder a 3HAs contendo 8 (C8) e 10
(C10) carbonos com insaturacGes. Somente o0 6leo de tungue apresenta em sua cOmpoSIi¢ao o
acido oa-eleostearico (cerca de 40%) e a [-oxidacdo desse acido graxo poderia gerar
monomeros insaturados de 3HD e 3HO, o 3-hidroxi-3,5-decenoato (3HDA;,s) e 0 3-hidroxi-3-
octenoato (3HOA3). A analise de cromatografia gasosa do PHA purificado confirmou a
presenca dos picos que devem corresponder a esses compostos (Figura 21A), visto que em
PHAs provenientes de outros cultivos esses picos ndo foram identificados (Figura 21B).
Anélises complementares, como cromatografia gasosa associada a espectrometria de massas
devem ser realizadas para a confirmacdo dessa hipdtese, embora serd necessario obter
condicBes que permitam uma melhor resolucdo dos dois picos. Além desses dois compostos,
um pico préximo a regido do C12 (mondmero com 12 carbonos) foi detectado na analise do
polimero purificado. AVILA-LEON et al. (2007) analisaram a producdo de PHAs por
linhagens de Pseudomonas a partir de 6leo de tungue e tambem identificaram um diferente

pico proximo a essa regido. Eles reportaram que esse pico poderia corresponder ao 3-hidroxi-



62

5,7-dodecenoato (3HDdAs 7) pois este seria um composto proveniente da 3-oxidacao do acido
o-eleostearico (Figura 21A).

Figura 21. Analise por cromatografia gasosa de propil-ésteres de 3HAs presentes em PHAs produzidos pelo
isolado RMP1256.
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A) Cromatograma proveniente da analise do PHA produzido a partir de 6leo de tungue; B) Cromatograma
proveniente da anélise do PHA produzido a partir de 6leo de linhaga. As setas pretas pontilhadas indicam a
localizacdo dos diferentes picos detectados. AB: padrdo-interno, acido benzoico; 3HO: 3-Hidroxioctanoato;
3HD: 3-hidroxidecanoato; 3HDd: 3-hidroxidodecanoato; 3HDdAs: 3-hidroxi-5-dodecenoato; 3HDdAg: 3-
hidroxi-6-dodecenoato; 3HDdAs ;: 3-hidroxi-5,7-dodecenoato.

5.2.6 Correlacao entre a producéo de RHLs e PHAs
Com o objetivo de avaliar as inter-relagdes metabolicas da produgdo de ramnolipidios

e polihidroxialcanoatos foi analisada a correlacdo entre a concentracdo de RHLs e de PHAS
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detectada, considerando as diferentes fontes de carbono (Figura 22) e as diferentes fontes de
nitrogénio (Figura 23).

Como se observa, ndo foi possivel estabelecer uma correlacdo clara entre as
concentracdes de RHLs e PHAS, ou seja, ndo se observa claro aumento de um desses quando
0 outro aumenta ou reduz. Entretanto, algumas observagdes podem ser realizadas a partir das
Figuras 22 e 23.

Tanto fontes de carbono hidrofilicas quanto hidrofobicas parecem favorecer a
formacgédo de RHLs, embora em muitas situacGes observou-se uma maior producao de PHAS
em relacdo a producdo de RHLs quando fontes de carbono hidrofébicas foram fornecidas
(Figura 22B).

MARSUDI et al. (2008) avaliaram a producdo simultanea de PHAs e RHLs
fornecendo 6leo de palma, acido oleico ou glicerol. A quantidade de polihidroxialcanoatos foi
superior a de ramnolipidios nos cultivos utilizando 6leo de palma ou &cido oleico. Por outro
lado, glicerol foi um melhor precursor para a biossintese de ramnolipidios.

Figura 22. Correlacéo entre a concentracdo de RHLs e PHAs de acordo com as diferentes fontes de carbono.
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Foi avaliada, ainda, a correlacdo entre a produgdo de RHLs e PHAs, considerando as
diferentes fontes de nitrogénio (Figura 23). Utilizando sulfato de aménio como fonte de
nitrogénio, tanto ramnolipidios como polihidroxialcanoatos podem ser produzidos em maior
quantidade, dependendo da linhagem e da fonte de carbono. Quando nitrato ou ureia foram
utilizados como fontes de nitrogénio claramente observa-se uma maior producdo de

ramnolipidios, exceto em alguns poucos cultivos.

Figura 23. Correlaco entre a concentracdo de RHLs e PHAs de acordo com as diferentes fontes de nitrogénio.
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Alguns dos cultivos avaliados neste trabalho (glicose, frutose, glicerol, &cidos laurico e
octanoico e 0leos algodao, arroz, canola, linhaca e soja) foram avaliados também quando a
propriedade emulsificante. A Figura 24 busca estabelecer relagcbes entre a quantidade e
composicao dos ramnolipidios produzidos e esta propriedade tensoativa.

A quantidade de ramnolipidios ndo parece estar diretamente associada com o indice
de emulsificacdo (E24), uma vez que tanto valores baixos (0 a 20%) como altos (60%) de Ey4
foram observados em concentragdes baixas (<1000 mg/L) e altas (>2000 mg/L) de RHLs

(Figura 24A). Os resultados nos quais a concentragdo de RHLs foi baixa, mas o valor
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detectado para E»4 foi alto, podem ser justificados pelo baixo valor da concentracdo micelar
critica (CMC) dos ramnolipidios (entre 53 e 230 mg/L — COSTA et al., 2006). Com a adi¢éo
crescente de surfactantes a um sistema (ar/dgua ou Oleo/agua), uma reducdo da tensdo
superficial é observada, porém até um nivel critico, acima desse nivel, as moléculas anfifilicas
associam-se para formar estruturas denominadas micelas. Este valor identificado no nivel
critico € conhecido como CMC. Concentracdo micelar critica é definido como a solubilidade
proporcionada pelo surfactante em uma fase aquosa e é comumente utilizada para medir a
eficiéncia do surfactante (DESAI e BANAT, 1997). Para a situacdo inversa, ou seja, altas
concentracdes de RHLs e baixos valores de E,s, poderia se imaginar valores elevados de
CMC para os ramnolipidios produzidos, entretanto, outros compostos presentes no meio de
cultura podem ter interferido na propriedade emulsificante, visto que as andlises foram
realizadas com o sobrenadante do cultivo e ndo com o RHL purificado.

Com relacdo a composicao dos biossurfactantes, ndo se observa nenhuma correlagdo
entre a relacio 3HA/Ram dos ramnolipidios produzidos e o indice de emulsificacdo
observado (Figura 24B). No entanto, foi possivel observar a presenca da propriedade
emulsificante apenas quando valores de 3HA/Ram eram superiores a 1,5, indicando uma
maior presenca de 3HAAs, exceto em trés situagbes, num cultivo com dleo de soja e dois
cultivos utilizando frutose. Mas ainda assim, em muitas situacdes, altos valores de 3HA/Ram

(acima de 1,5) ndo se observou atividade emulsificante.
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Figura 24. A) Correlacéo entre a propriedade emulsificante e a concentracdo de ramnolipidios; B) Correlagdo
entre a propriedade emulsificante e a relagdo 3HA/Ram.
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5.3 Ensaio em biorreator

A condigdo de cultivo que promoveu a maior formagdo de RHLs (acima de 4300
mg/L) foi o cultivo realizado com o isolado RMP1256 utilizando 6leo de linhaca, como fonte
de carbono, e nitrato de sédio, como fonte de nitrogénio. Além disso, o 6leo de linhaca
apresenta em sua composicdo mais de 55% do acido linoleico, o que permite uma melhor
avaliacdo do metabolismo através da analise da composi¢do dos produtos gerados (RHLs e
PHAS), pois a B-oxidacdo desse &cido graxo, como ja mencionado, gera um 3-hidroxiacido
diferente, 0 3HDdAs, que ndo pode ser gerado pela biossintese de acidos graxos, permitindo
assim a avaliacdo da contribuicdo das diferentes vias metabolicas para formacdo desses
compostos. Sendo assim, essa condicdo foi escolhida para avaliacdo em ensaio de biorreator,

com a finalidade de conhecer a cinética de crescimento e geragdo de produtos (RHLs e PHAS)
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e também obter os produtos purificados para uma melhor analise da contribuicdo das vias

metabodlicas em sua biossintese.

5.3.1 Crescimento celular e formacao de PHAs e RHLs

O cultivo com o isolado RMP1256 em biorreator foi acompanhado por 72 horas
(Figura 25). A biomassa seca total atingiu 9 g/L apds 42 horas de cultivo e posteriormente
observou uma reducdo, atingindo cerca de 7,5 g/L ao final do cultivo. As medidas de
biomassa seca devem ser tomadas com cautela, uma vez que residuos de acidos graxos estdo
presentes. A concentracdo de PHAs aumentou a partir 22 horas de cultivo até 38 horas,
atingindo 1,7 g/L, que corresponde a 20% da massa seca total. Até 50 horas, a concentracéo
de PHAs manteve-se e posteriormente foi observado um declinio, atingido 0,8 g/L. Desta
forma, a producédo de PHAS parece estar associada ao periodo em que se observa crescimento
celular. A concentracdo de RHLs também aumentou a partir de 22 horas de cultivo e atingiu o
valor méximo observado apds 72 horas de cultivo (aproximadamente 4,7 g/L).

Em geral, bioprocessos em batelada alimentada representam uma efetiva estratégia
para alcancar altas produtividades. Isto porque o conjunto de baixas concentracdes de
substratos e taxas especificas de crescimento pode ser controlado pela alimentacdo. Para a
producdo de RHLs essa estratégia tem sido efetivamente adotada, e consideraveis
concentragOes finais de RHLs tém sido reportadas, de 6 a 100 g/L (CHEN et al., 2007,
GIANE et al., 1997; LEE et al., 2004). As principais dificuldades para melhor exploracdo dos
cultivos em batelada alimentada sdo a complexa regulacdo genética de producdo de RHLs e a
excessiva formacdo de espumas durante os cultivos aerébios.

Processo de batelada e batelada alimentada com Pseudomonas aeruginosa DSM7107
e DSM7108 alcancaram a melhor producdo de RHLs ja reportada. Em sua patente, GIANE et
al. (1997) afirmaram a producdo de mais de 100 g/L de RHLs. Infelizmente, insuficientes
detalhes técnicos sdo fornecidos, especialmente sobre o método analitico aplicado para
determinagéo da presenca de RHLs (SOBERON-CHAVEZ et al., 2010). Cultivos em batelada
alimentada com P. aeruginosa BYK-2 utilizando 6leo de peixe como fonte de carbono e ureia
como fonte de nitrogénio resultaram no maior valor de fator de converséo ja reportado (Y ps =
0,75 g/g), ao término do cultivo de 264h, a producdo de RHLs alcancou o valor de 22,7 g/L a
partir de 30,2 g/L de fonte de carbono (LEE et al., 2004).

O perfil cinético de producdo de RHLs obtido nesse estudo indica que maiores
guantidades poderiam ser produzidas, caso o cultivo se estendesse por um periodo de tempo

maior (Figura 25). O tempo de cultivo pode ser um fator importante para producdo de
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elevadas quantidades de RHLs (COSTA et al., 2006; MULLER et al., 2010; SILVA et al ;
2010), sendo assim, cultivos com maiores tempos devem ser realizados para verificar se
maiores concentracdes de RHLs poderiam ser obtidas.

Figura 25. Cinética de crescimento e geracdo de produtos pelo isolado RMP1256 cultivado em 6leo de linhaga
como Unica fonte de carbono.
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Massa seca residual, Ram: ramnose, 3HA: 3-hidroxiécidos.

5.3.2 Producdo simultéanea de RHLs e PHAs

Alguns autores tém apontado que a produgdo simultanea de RHLs e PHAs poderia
representar uma estratégia para reduzir o custo de producéo destes compostos (COSTA et al.,
2009b; HORI et al., 2002; MARSUDI et al., 2008). Essa estratégia pode ser eficaz, mas
dependeria da producdo realmente simultanea e em grandes concentragdes dos dois

compostos, que seriam purificados a partir de componentes diferentes do cultivo: células e



69

sobrenadante. Os resultados obtidos neste ensaio indicam que essa estratégia ndo seria eficaz,
uma vez que a concentragdo de um dos produtos (PHAS) comecou a reduzir enquanto o outro
produto ainda estava sendo gerado (RHLs). Além disso, as concentracGes de RHLs foram
bastante superiores as de PHAs, indicando que a producdo desse composto é mais eficiente e
por isso estratégias futuras devem ser direcionadas para otimizar da producdo de
biossurfactantes.

5.3.3 Composicao dos 3HAs presentes em RHLs e PHAS

Outro aspecto interessante relacionado a producdo tanto de PHAs como de RHLs é
que a composicdo destes determina suas propriedades e, portanto, possiveis aplicacbes. Desta
forma, uma maior compreensdo do metabolismo de sintese pode ser fundamental para
controlar a composicdo de RHLs e PHAS e permitir sua sintese sob medida para diferentes
aplicagdes. Durante o cultivo, os 3HAs presentes nos RHLs e nos PHAs foram analisados
(Figura 26). Em RHLs, o 3-hidroxidecanoato (3HD) foi o principal constituinte,
correspondendo a mais de 90 mol%. Esse resultado ressalta a alta especificidade da enzima
RhIA em utilizar principalmente esse tipo de 3HA, como ja reportado na literatura (CHOI et
al., 2010; ZHU e ROCK, 2008) e observados nos ensaios em agitador rotativo. Por outro lado,
em PHAs, embora 3HD seja o principal constituinte, 3-hidroxioctanoato (3HO) também é
detectado em quantidades expressivas (aproximadamente 30 mol%). Os 3-
hidroxidodecanoatos (3HDd) presentes tanto nos sobrenadantes (RHLs) como nas células

(PHAS) ndo foram quantificados devido a interferéncia de residuos do 6leo vegetal.
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Figura 26. Composicéo dos RHLs (A) ou PHAs (B) ao longo do cultivo em biorreator com o isolado RMP1256
utilizando 6leo de linhaca.

A # 3HHx O 3HO A 3HD
100
’\6\ “I & A A x ik A ' A A A
Z 80 -
o
E
~ 60
i
e 401
Q
< 20
® 0[]!!Eﬂ Ooog 393 § 3 g
20 30 40 50 60 70 80
Tempo (h)
B |03HHX o 3HO A3HD|
100
=S
S 80
£ i " A
A A
g 60 P A A
40
£ = %88 ma® g B &
< 20
T
0 * 900 o900 o o 0 .
20 30 40 50 60 70 80
Tempo (h)

3HD, 3-hidroxidecanoato; 3HO, 3-hidroxioctanoato; 3HHX, 3-hidroxihexanoato.

A analise do PHA e do RHL purificados confirmou a presenca de 3-hidroxi-6-
dodecenoato (3HDdAg) nesses produtos, uma vez que esse composto ja havia sido
identificado nas células e nos sobrenadantes dos cultivos em frascos agitados. Esse
constituinte j& havia sido detectado em PHAs, mas ndo em RHLs. A presenca de 3HDdAgs em
RHLs como ja mencionado anteriormente, indica que a B-oxidacdo de acidos graxos contribui
com intermediarios para biossintese desse composto, contrario ao sugerido na literatura que
propGe que os 3-hidroxialcanoatos incorporados a RHLs sdo gerados exclusivamente a partir
de intermediarios da biossintese de acidos graxos. 3HDdAs e 3HDdAg sdo gerados
exclusivamente a partir da biossintese e B-oxidagdo de &cidos graxos, respectivamente.
Considerando que os sistemas de biossintese apresentam especificidades semelhantes por
esses intermediarios de 12 carbonos, a quantidade deles revelaria a contribuigéo de cada uma

das vias de metabolismo de acidos graxos para biossintese de RHLs e PHAs. Conforme pode
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ser verificado na Figura 27, na biossintese de PHASs a partir de 6leo de linhaca, a p-oxidagéo

de &cidos graxos contribuiria cerca de 3 vezes mais com monémeros quando comparada a

biossintese de acidos graxos. Por outro lado, -oxidacdo e biossintese de acidos graxos

contribuiriam quase igualmente na geracdo de 3HAS para biossintese de RHLSs.

Figura 27. Analise por cromatografia gasosa de propil-ésteres de 3HAs presentes em RHLs (A) ou PHAs (B)
purificados, produzidos pelo isolado RMP1256 a partir do ensaio em biorreator com 6leo de linhaca.
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Esses resultados indicam que, tanto a biossintese, quanto a B-oxidacdo de acidos

graxos, podem contribuir com intermediarios metabolicos para a biossintese de ramnolipidios.

Para que a enzima RhIA utilize intermediarios metabolicos provenientes da [B-oxidacdo,

sugere-se que uma enzima esteja atuando na conversdo de 3-cetoacil-CoA para 3-cetoacil-
ACP (Figura 28).
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Figura 28. Proposta do metabolismo de biossintese de RHLs considerando a contribuicdo da -oxidacdo de
acidos graxos.
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5.4 Correlagdo entre o 3HDdAs detectado em PHAs e RHLs e a concentragdo de acido
linoleico suprida

Para obter um melhor entendimento de como os &cidos graxos fornecidos podem
interferir na composicgdo de RHLs e PHAS, e desta forma avaliar a possibilidade de controlar a
composicdo desses produtos gerados, o isolado RMP1315 foi cultivado com diferentes 6leos
vegetais, que diferiam na fracdo de acido linoleico presente (6leos de algoddo, arroz, canola,
coco, girassol e palma) (Tabela 2). Ao término do cultivo, ambos os produtos gerados foram
purificados e a fragdo molar do 3-hidroxi-6-dodecenoato foi correlacionada com a
concentracdo de &cido linoleico suprida (Figura 29). O isolado RMP1315 foi selecionado para
este experimento, pois nos cultivos utilizando 6leos que continham o &cido linoleico em sua
composicao, 0 3HDdAg sempre foi detectado em RHLs (Anexo 1).

E possivel visualizar o aumento da fragdo molar de 3HDdAs com o aumento da
concentracdo de &cido linoleico tanto para RHLs quanto para PHAs, porém, aparentemente ha
uma saturacao a partir de 40% m/m de &cido linoleico, pois em concentra¢des superiores nao

se observa diferengas significativas na concentracdo de 3HDdAg Esses resultados indicam
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que a composicdo desses produtos pode ser controlada através da fonte de carbono fornecida,
mas ainda é necessario uma melhor compreensdo de como a composi¢do dos 3HAS pode
afetar as propriedades tanto de RHLs como de PHAs. SILVA-QUEIROZ et al., 2009 ja
haviam observado que a partir da fonte de carbono é possivel controlar a composicdo de
PHAs produzida. No entanto, para RHLs essa avaliagdo ainda ndo havia sido realizada.

Figura 29. Correlacdo entre a concentragdo de acido linoleico suprida e a fracdo molar do 3HDdAg detectado em
(A) RHLs e (B) PHAs.
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6 CONCLUSOES

Neste trabalho foi possivel obter as seguintes conclusoes:

" Oleo de linhaca e 6leo de canola foram as fontes de carbono hidrofébicas que
promoveram a formagdo de maiores quantidades de ramnolipidios;

" A glicose foi a fonte de carbono hidrofilica que permitiu a producdo das
maiores quantidades desse biossurfactante;

" Nos cultivos utilizando 6leos vegetais, nitrato de sédio se mostrou uma fonte
de nitrogénio interessante para producao de grandes quantidades de ramnolipidios;

" Embora os resultados gerais indiquem algumas fontes de carbono e nitrogénio
como mais interessantes para a producdo de RHLs, a producdo desses tensoativos €
fortemente dependente da linhagem bacteriana, determinando que em cada caso devera ser
selecionada a combinagdo linhagem bacteriana/fonte de carbono/fonte de nitrogénio mais
adequada;

. Em geral, observou-se valores altos de 3HA/Ram, sugerindo que além de mono
e di-ramnolipidios uma importante parcela de 3HAAs constitui 0s compostos tensoativos
produzidos;

. A partir de 6leo de mamona um pico diferente foi detectado em altas
concentragfes tanto em RHLs como em PHAs, podendo corresponder ao é&cido 4-
hidroxidecanoato;

. Para os cultivos utilizando 6leo de tungue, dois picos diferentes foram

observados em PHASs, podendo corresponder ao 3-hidroxi-3,5-decenoato (3HDA;,5) € ao 3-
hidroxi-3-octenoato (3HOA3);

. Nos cultivos utilizando 6leos vegetais que continham em sua composi¢cdo mais
de 9% de &cido linoleico foi detectada a presenca de 3-hidroxi-6-dodecenoato (3HDdAg) nos
sobrenadantes, sugerindo que a [3-oxidacao de acidos graxos deve estar contribuindo direta ou
indiretamente para a biossintese de RHLS;

" Tanto a biossintese quanto a p-oxidacdo de acidos graxos podem contribuir
com intermediarios metabolicos para a biossintese de ramnolipidios. Na biossintese de PHAS
a partir de 6leo de linhaca, a B-oxidacdo de acidos graxos contribuiria cerca de 3 vezes mais
com mondmeros quando comparada a biossintese de &cidos graxos. Por outro lado, B-
oxidacéo e biossintese de acidos graxos contribuiriam igualmente na geracdo de 3HAs para

biossintese de RHLs. Esses resultados demonstram que é possivel controlar a composicao de
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3-hidroxiécidos presentes nos RHLs pela oferta de 6leos vegetais contendo diferentes acidos
graxos, como j& havia sido demonstrado para PHAS;

" Considerando os isolados avaliados nesse estudo, tanto fontes de carbono
hidrofilicas quanto hidrofobicas parecem favorecer a formacao de RHLS, ao invés de PHAS;

" Nitrato de sodio e ureia também favoreceram uma maior producdo de RHLs
quando comparados com a producédo de PHAS;

7 PERSPECTIVAS FUTURAS

= Aprimorar a analise da composicdo dos RHLs e PHAs para identificagdo dos
diferentes compostos detectados;

= Melhorar o processo de producdo de RHLs para obtencdo de maiores concentragdes
desse produto, permitindo melhor caracterizar os efeitos de sua composicdo nas

propriedades tensoativas.
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Anexo A

Apresentacdo dos resultados completos obtidos nos experimentos quantitativos de
producao de ramnolipidios.



Anexo A - 1) Producdo de ramnolipidios e polihidroxialcanoatos por isolados bacterianos a partir de glicose (cerca de 20 g/L).
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Polihidroxialcanocatos

Ramnolipidios

msc Xr Xena pH Composicao PHA (mol%) PHA PHA Composi¢ao RHL (mol%) Concentragao (mg/L) JHA/Ram E24
Isolados  FN  (g/L) (g/L) (g/L}) In. Fin. 3HB 3HHx 3HO 3HD 3HDdA5 3HDd (%MSC) (mg/L) 3HB 3HHx 3HO 3HD 3HDdAS 3HDd  3HA Ram RHL  (mol/mol) (%)
343 232 111 686 538 343 032 1983 6512 563 T4 3244 111269 - 072 659 8241 416 6,12 268972 146491 41539 1.75 55,60

A +0.06 +0.06 045 +024 004 038 +030 4377 +0.02 0,04 +001 0,02 003 +47.89 +48.08
390 207 183 TAT 497 - 067 847 7728 599 759 4701 183333 270 3,06 13,62 6649 8,00 6,14 219,78 219,78 - 56,80

LFME34 N +0.04 +019 +1.85 222 018 001 441 +0.20 0,02 +0.78 +2838 006 +1.83 46,70 6,70
445 430 015 7139 8459 - - 153 58078 774 3996 33 147.30 - - 195 7978 6,04 1213 49576 14393 63943 3,22 74.40

U 0,07 +216 075 218 +3.60 +0,08 +0.56 +052 40,06 +0.08 +34 27 +34.65
0,87 069 018 6,86 6,25 - 041 890 7129 890 10,52 20,38 177,31 - 181 496 8258 531 535 93979 30780 1246,30 2,92 61,50

A +0.01 +0.57 070 +357 +203 168 1312 +043 0,01 345 032 £337 2626 +24 75
052 038 014 717 591 - - 10.81 7341 737 842 2781 144 .61 - 012 513 8175 517 7.84 157186 86498 239098 1,68 59,50

RMP 1256 N +0.01 +041 030 017 +027 1644 +0.16 +0.01 013 028 001 +103.31 +38.18
367 335 032 719 668 - 2,01 17,01 5997 674 1427  8.80 322,96 - 018 620 8213 527 6,22 243452 §7496 330796 2,65 58,30

U 401 +0.01 035 066 003 095 +1.21 +0.00 +0.00 020 +023 001 +23.37 +25 45
224 168 056 686 552 122 127 1118 7148 627 859 2519 564,26 - 603 598 7629 483 6,88 74655 18383  930.33 394 27,00

A +0,04 +0,06 +0,04 +021 +062 055 006 +287 +0,01 +006 +074 4033 +033 +33.86 +33,23
221 176 045 717 498 139 106 10585 7117 695 8.89 2031 44885 113 219 469 7615  7.69 8,18 74386 30495 104945 233 0.00

RMP1315 N +0,09 +0.01 10,06 +0.07 009 008 011 4234 +046 +033 +018 081 083 +028 +41.26 +41.72
452 432 020 719 860 133 151 219 6014 728 2756 445 201,14 - 036 200 7972 668 11,26 89516 280,73 117573 2,99 62,20

U 40,07 +1.41 4001 #0256 423 4262 052 4037 +0.08 4002 +004 006 4003 +39.83 +39.60
290 178 112 6.86 492 - 068 899 7758 541 736 3852 111708 056 078 604 7961 b7 7.85 137984 38903 176853 3,38 0.00

A 013 +0.00 0,01 0,01 0,03 0,01 1,07 +0.07 022 +003 066 032 +009 6462 +65.76
223 154 069 717 507 012 061 705 7651 6,86 8,87 30,94 68996 114 248 447 7368 846 9,67 66707 14250 810,00 4,46 2,70

RMP1484 N 10,25 +0.16 0,04 022 1012 023 006 270 +0.17 042 +021 1239 064 +026 +33.13 +33.23
533 497 036 7139 837 - 081 082 7456 483 1899  6.71 357,64 - 065 163 7863 612 1293 60955 230,38 84088 248 60,50

U 40,30 +046 +061 +11,08 +284 506 +281 +0.15 +0.04 061 040 031 #4372 +43,13
299 182 117 6.86 4,94 - 061 875 7768 546 751 3907 116819 033 049 572 8134 473 741 160922 31469 192369 4.87 0.00

A 010 +0.13 £033 064 014 004 327 +0.16 029 +0.08 +086 000 032 +231.00 +230.52
230 146 074 717 505 031 067 760 7553 706 881 3211 73853 100 333 452 7513 6,79 924 72302 43748 115998 1,58 2,70

RMP1486 N +0,01 +044 +001 0567 +026 +025 +011 +459 +0,60 +132 +038 +151 078 +106 +6017 +48,69
537 515 022 713 834 - - 107 6266 699 2929 405 217,49 - 024 173 7933 653 1217 722,06 15248  873.98 442 60,50

U 40,00 +0.07 +224 #1110 +343 40,25 +0.33 #0001 014 021 025 411,53 +12.02

MSC — Massa seca celular - 3HB - 3-hidroxibutirato - 3HHx — 3-hidroxihexanoato - 3HO — 3-hidroxioctanoato - 3HD — 3-hidroxidecanoato - 3HDd — 3-hidroxidodecanoato -
3HDAAS5 - 3-hidroxi-5-dodecenoato - E24 - indice de emulsificacdo - Xg - Concentracéo celular residual - Xppa - Porcao celular correspondente a polihidroxialcanoatos -
Ram - ramnose - 3HA - 3-hidroxiacidos - FN - Fonte de nitrogénio - A - Sulfato de aménio - N - Nitrato de Sédio - U - Ureia - pH do meio mineral mais fonte de carbono apos
72h: A=6,85 - N=7,11 - U=7,69 - pH In. - pH inicial - pH fin. - pH final
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Anexo A — 1) Produgdo de ramnolipidios e polihidroxialcanoatos por isolados bacterianos a partir de frutose (cerca de 20 g/L).

Polihidroxialcanoatos Ramnolipidios
msc Xmn Xpua pH Composicdo PHA (mol%) PHA PHA Composicdo RHL (mol%) Concentragio (mg/L) JHA/Ram E24
Isolados  FN (g/L) {g/L} (g/L}) In. Fin. 3HHx 3HO 3HD 3HDdA5 3HDd (%MSC) (mg/L) 3HHx 3HO 3HD 3HDda5 3HDd  3HA Ram RHL  {(mol/mol) (%)
261 235 026 718 621 190 1768 67.18 4,00 9,25 10,00 261,00 1.07 5585 8341 3,04 6,83 78918 28928 1078.28 2.61 63,90

A 1013 0,30 £3.05 612 064 +212 +2.60 027 0,07 017 018 018 +18.58 +18.38
205 181 024 721 775 161 1514 7235 3.61 7.31 M.78 24149 6,39 569 7967 345 481 757,37 18810 94510 3.93 63,20

LFMBE34 N 0,13 #0023 230 #4119 053 1,16 214 +0.37 #0113 +148 0,03 196 1090 +11,31
429 379 050 724 710 103 1785 6536 499 10,79 11,60 49764 0.73 6,63 8324 3.91 551 179827 98041 277801 1.76 61,90

U 0.2 +145 #0.26 +0.86 021 +1.07 +0.39 014 #0.05 056 +0.20 0,16 +69.28 +70,00
166 143 023 718 627 227 1694 6587 459 10,35 13,83 22958 1,02 6,26 84,32 312 529  T4353 - 743,53 - 56,80

A 10,01 +0.21 +1.08 +0.64 +065 +127 +1.38 +1.43 070 +0.34 +0.27 013 +134.77 +134.77
185 166 019 721 774 257 1843 6831 - 10,71 1017 186,15 0.37 5893 8309 414 6,48 116696 - 1166,96 - 64.90

RMP 1256 N 0.1 0,02 £012 0,30 +0.19  £0.33 013 057 0,73 037 +0.79 14619 +146,19
364 332 032 724 708 179 1532 6335 545 14.11 8.68 315,95 0,27 593 8328 415 641 171454 35055 206205 4,65 63,20

U +0.01 262 #010 +3.27 #0099 +0.74 +0.10 +0.01 #0564 +041 +011 029 +23.76 +24.75
128 123 005 718 6.63 - - 71,50 - 28,50 3.65 46,72 2273 - 42,37 - 3490  &7.07 - 29.00 - 30.60

A 10,01 +4.37 +4.37 +0.28 - - - - - - +41,01
233 224 009 721 70564 - 4,86 80.08 - 15,06 4,03 93,90 1550 259 7285 400 507 276,34 - 276,00 - 63,20

RMP1315 N +0.01 +0.99 +4.04 +3.06  +0.62 +6.70  +0.32 853 +040 056 +2254 +22 63
129 125 0,04 724 829 - - 67,27 - 32,74 3.13 40,38 52,94 - 30,14 - 16,93 80.87 - §1.00 - 64,90

U +0.06 +6.49 +8.49  +0.53 +6.57 +4.58 +3.98  +14.53 +15,56
279 249 030 718 633 - 553 7929 432 10,87 10.90 304,11 16,00 592 61,03 1,05 16,02 169,18 - 169,00 - 2,70

A 10,08 +0.79 +223 045 098 +0.08 +6.76  +0.60 +1.64 +148 +3.06 +1.61 +1.41
193 1.85 008 721 7.9 - 6,74 79.63 - 13.63  4.03 77,78 20,92 302 6014 289 13.06 219,92 - 220.50 - 62.20

RMP1484 N 0,13 +1.17 31 +1.93  +0.63 +1.86 020 0,03 022 147 030 +0.71
447 423 024 724 720 - 876 74,02 3,85 1337 547 244 51 3.87 520 8165 3,76 533 708,38 29070 998,70 2.35 59,50

U +0.04 +209 +5861 +081 +290 +0.84 +0.63  +0.00 +059 +062 +156 +7.83 +7.07
272 248 024 718 634 - 535 7992 403 10,71 8.94 24317 26.00 547 5490 - 13.64 159,97 138226 154226 0.12 2,70

A 10,28 +011 +0.16 0,04 023 1018 +0,12  +0,04 +260 +2.44 #1379 +14,14
221 212 009 721 792 - 636 7712 238 14,15 3.98 87.96 23N 2,82 5929 242 12,38 193,00 114143 133493 017 64,90

RMP1486 N +0.28 +0.63 +8.27 +3.37 428 +0.00 +1.63  +0.08 +0.93 064 182 +4.60 +4.95
576 548 028 T7.24 713 - 11,02 7297 - 16.01 4.93 283.97 1,04 523 8389 3.99 6.06 1107.68 14844 125544 7.12 59.50

U +0,23 +0,88  +1.06 +0.18 0,31 +0.67 018 0,83 0,15 020 +8.28 +7.07

MSC — Massa seca celular - 3HHx — 3-hidroxihexanoato - 3HO — 3-hidroxioctanoato - 3HD — 3-hidroxidecanoato - 3HDd — 3-hidroxidodecanoato - 3HDdAS - 3-hidroxi-5-
dodecenoato - E24 - indice de emulsificagdo - Xg - Concentracao celular residual - Xpna - Porgéo celular correspondente a polihidroxialcanoatos - Ram - ramnose - 3HA - 3-
hidroxiéacidos - FN - Fonte de nitrogénio - A - Sulfato de aménio - N - Nitrato de Sodio - U - Ureia - pH do meio mineral mais fonte de carbono apds 72h: A=6,97 - N=7,12 -
U=7,51 " pH In. - pH inicial - pH fin. - pH final



Anexo A - 111) Produgdo de ramnolipidios e polihidroxialcanoatos por isolados bacterianos a partir de glicerol (cerca de 20 g/L).
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Polihidroxialcanoatos

Ramnolipidios

mMsc  Xr Xpua pH Composigao PHA [mol%) PHA PHA Composigdo RHL (mol%) Concentragéo (mg/L) JHA/Ram E24
Isolados FN {g/L) (g/L) (g/L) In. Fin. 3HHx 3HO 3HD 3HDda5 3HDd (%MSC) (mg/L) 3HB 3HHx 3HO 3HD 3HDdaS 3HDd 3HA Ram RHL  {molimol) %)
296 243 053 732 634 235 2506 6442 265 553 1782 82T 47 - 052 796 83.02 361 4.90 172159 936.23  2657.73 1.77 63.90
A 10,61 028 $027 008 001 +0.08 173 +0.06 £0.31 +0.08 013 1018 +84.76 +84 15
146 139 007 732 749 076 896 6176 965 1916 450 65.70 - 0.90 419 87.03 - 789 319.06 - 319.06 - 63.20
LFM&34 N 054 +1.07 +161 935 244 +424 2013 #0271 $0.33 +0.70 017 1524 +5.24
137 128 009 7.34 838 - 385 781 5.1 1M1.75 642 87,95 - - 381 8316 536 7.69 53871 26220  B00,70 1.94 63,20
U +0.06 $0.09 £136 023 #1104 1091 +0.05 £002 001  +002 +11.92 +10.62
225 193 032 732 626 266 2573 6462 1,10 588 1408 316,86 - 035 822 8380 279 486 144683 389,03 1835.03 3.57 56,80
A 2028 002 +176 +1.35 155 +158 328 #0.01 011 $023 013 +0.01 247 +2.83
162 133 019 732 772 293 2969 6384 - 354 12,69 192,88 - 044 900 8265  3.00 4,92 186734 28643 215393 6.28 62,20
RMP 1256 N 10,16 +0.03 005 =006 +0.08 10,00 +0.00 £0.00 006 008 001 +19.52 +19.08
343 337 006 734 572 - - 68,51 - 31,49 1,65 56,50 - - 125 8422 49 9.64 68214 17528 B56.7S 3.65 29,70
U +0.13 +0.25 +0.25 20,05 +0.04 +011 016  +0.01  #19.72 +19.08
284 236 048 732 611 208 1877 7088 244 584 1702 48337 046 034 810 8346 326 439 176900 47168 224068 3.61 HD
A 023 013 £1.32 £200 016 +040 1,95 +0.28 £0.01 008 041 007 011 £70.66 +70.71
248 237 011 732 750 - 279 7949 522 1251 4.60 114.08 - - 296 8209 502 995 39773 - 397.73 - 60.50
EMP1315 N +0.26 +1.36 £9.60 273 £551 175 +0.59 £1.68 015  £0.95 7021 +70.21
160 153 007 734 830 - - 8013 4070 1517 447 71.52 - - 236 7747 535 1483 169.30 - 169.30 - 64.90
U +0.04 2,67 2062 4195  #0.71 +0.14 042  £017 #0039 066 +0.66
386 274 112 732 626 106 1465 TETT 2T 483 2889 111515 - 0.68 1076 8167 290 399 132674 41610 174260 3.08 56.80
A 10,01 +0,00 035 069 011  +0.23 082 +0.05 +0.21 037 004 0,08 +12560 +125.16
120 103 017 732 773 176 1888 6944 358 6.35 1427 171.24 - 042 713 8263 411 572 AM681 24225 135925 4.41 59.50
RIMP1484 N £0.75 010 +0.70 +1.26 1016  +0.30 +1.39 +0.00 £0.01 +011 0,11  +000 +38.66 +38,18
137 128 009 734 825 - 349 7434 666 1552 6.38 87.41 - - 420 8479 441 6.51 58572 14678 73228 3.79 62.20
U +0.84 2,01 #1545 +421  +923 342 +0.04 014 025 +0.06 48,76 +48,79
440 315 125 732 625 1.08 1485 7613 292 502 2830 1245320 - 0.74 1076 81.51 2.96 4.04 141316 42893 164143 3.19 55.30
A 044 +0,03 016 040 006 +0.14 141 +0.03 024 002 013 011 £111.36 +111.,02
443 368 075 732 779 161 1798 T147 0 3T 569 1692  749.55 - 0.39 686 8266 418 592 110730 18525 129175 a2.M 60.50
RMP1486 N £1.79 037 £3.98 556 1035 +088 012 +0.06 +0.08 +0.06 007 013 +41.86 +41.72
404 349 055 734 T4 187 1899 6345 2™ 779 1366 551.88 - 042 870 8227 364 498 254562 80513  3350.63 3.04 60.50
U +0.95 020 $1.05 +153  +004 +032 1091 +0.01  +0.04 +012 009 +0.08 +104.26 +103.94

MSC — Massa seca celular - 3HB - 3-hidroxibutirato - 3HHx — 3-hidroxihexanoato - 3HO — 3-hidroxioctanoato - 3HD — 3-hidroxidecanoato -

mais fonte de carbono ap6s 72h: A=6,98 - N=7,20 - U=7,63 - pH In. - pH inicial - pH fin. - pH final

3HDd - 3-hidroxidodecanoato -
3HDAAS - 3-hidroxi-5-dodecenoato - E24 - indice de emulsificacdo - Xg - Concentracdo celular residual - Xpya - Porcio celular correspondente a polihidroxialcanoatos
Ram - ramnose - 3HA - 3-hidroxiécidos - ND — N&o determinado - FN - Fonte de nitrogénio - A - Sulfato de aménio - N - Nitrato de Sodio - U - Ureia - pH do meio mineral
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Anexo A — 1V) Producéo de ramnolipidios e polihidroxialcanoatos por isolados bacterianos a partir de acido laurico (cerca de 5 g/L).

Polihidroxialcanoatos Ramnolipidios

Msc  Xa Xpua pH Composigao PHA (mol%) PHA PHA Composigdo RHL (mol%) Concentragdo (mgil) JHA/Ram E24
Isolados FN (g/L} (g/L) (g/L) In. Fin. 3HHx 3HO 3HD 3HDdAS 3HDd (%MSC) (mg/L) 3HHx 3HO 3HD 3HDdAS 3HDd 3HA Ram RHL  (mol/mol) (%)
208 159 043 716 473 161 1740 6264 307 1529 2347 48818 6,81 33,88 5534 - 397 104,05 - 104,05 - 13.90

A 0,04 040 152 £1.90 024 023 0,03 +0.06 +095 +0.96 +0.06  +1.98 +1.98
144 121 023 716 7.02 246 2508 5563 2,08 14,75 16,07 23141 305 2744 56,03 1.64 11,85 67049 - 670.49 - 63.20

LFME34 N 015 +0.07 082 020 035 020 095 +016 019 014 001 018 642 16 .42
348 328 020 721 501 - 13,16 5506 397 2782 5,88 204,62 - 373 T4AT - 2211 66,12 - 66,12 - 32,40

U +0.06 +1.17 4086 0,25 +0.56  +0,11 +0.16 4027 +0.11  +247 +2 47
205 151 054 716 457 237 2336 5968 1,85 12,76 26,56 54448 1018 2155 5359 245 724 29890 - 298,90 - 2,70

A 0,01 +0.28 214 296 015 069 022 +0.34 £1,04 £359 007 £228 +£36.20 +36.20
125 1.06 019 716 6.67 517 3423 4747 - 1314 1519 189.88 311 1911 7070 274 435 151315 28643 1799.57 5.22 56.80

REMP1256 N +0.04 +1.25 1793 +6.76 +0.08  +4.85 +0.06 024 004 1004 +030 +14462 +144 63
39 332 064 721 698 537 3550 4652 - 12,62 16,16 639.94 036 887 8167 347 563 263749 64125 327874 3.95 57.90

U +027 +1.00 4687 +6.563 +0.66 40,56 +0.01 +038 +066 +013 +016 +113.12 +113.11
2,06 149 057 7,16 547 226 2527 6026 201 10,21 27,57 567,94 1022 11,58 7454 - 3,79 108,53 - 108,53 - 541

A 0,06 +0.58 +7.62 9.04 025 110 £3.77 +0.45 £385 +3.16 +0.40  £3.03 +3.03
165 124 041 716 7.81 413 4070 4197 1.10 12,29 25,01 41267 053 693 8214 426 6,16 123823 393.30 1631.53 3.01 59.50

EMP1315 N 0,04 +0.04 020 020 001 0,03 216 +0.02 007 0,04 10,04 0,04 +1266 +12.67
312 290 022 v21 720 233 1934 5677 378 17.80 715 22308 042 795 8095 3.97 702 208610 52298 260908 3.81 5950

U +013 +0.26 +163 +152 013 030 +129 +0,02 0,00 +0,09 0,06 +0,03 +14571 +145,71
202 152 050 716 624 270 2997 5405 1,74 11,56 2486 50217 038 6,36 8398 3.45 584 1580,32 646,95 222727 2,34 55,30

A 0,01 +0.01 0,72 047 021 0,02 +0.06 £0.00 020 033 0,06 +0.08 +681.15 +681.15
147 113 034 716 693 383 3975 4376 117 1150 22,93 3307 241 680 8222 3.18 541 1319.00 23513 155412 541 59.50

RMP1484 N 0,01 +011 1,39 +180 008 039 067 +0.04 005 003 015 001 #4317 +43,16
384 338 046 721 TA15 299 3296 5207 1,69 10,30 11,97 45365 043 917 8153 3.39 561 254944 79230 334174 3.09 60,50

U +0,01 +0.02 +047 +042 4003 +0,04 +060 +0.02 008 +040 +022 +028 +1445 +14.45
208 157 051 716 629 291 3229 5093 1,73 12,14 2432 505,86 042 654 8344 3.60 6,00 194145 42180 236325 4.40 59,50

A 012 +0.03 0,00 013 013 0,04 0.9 +0.01 10,06 027 011 011 11594 115,94
152 118 034 716 694 389 4114 4213 1.06 11,79 2247 3154 468 112 7625 3.03 496 126152 477,38 1738.89 2.59 57.90

REMP1486 N 0,08 +0.08 +317 406 004 086 045 +0.05 010 0,08 0,04 0,02 +2548 +25.48
390 345 045 721 T4 264 3170 5348 1,68 10,561 1158 45162 041 912 8164 3.32 563 278411 780,90 356501 3.43 59,00

U +#017 +0.06 +0,02 +002 4003 40,01 +013 +0.00 004 +037 +030 +011 +8548 +85.47

MSC — Massa seca celular - 3HHx — 3-hidroxihexanoato - 3HO — 3-hidroxioctanoato - 3HD — 3-hidroxidecanoato - 3HDd — 3-hidroxidodecanoato - Ram - ramnose - 3HA - 3-
hidroxiacidos - 3HDdA5 - 3-hidroxi-5-dodecenoato - E24 - indice de emulsificagdo - Xg - Concentracdo celular residual - Xpya - Porcdo celular correspondente a
polihidroxialcanoatos - FN - Fonte de nitrogénio - A - Sulfato de amonio - N - Nitrato de Sédio - U - Ureia - pH do meio mineral mais fonte de carbono ap6s 72h: A= 6,78 -
N=6,8 - U=7,07 - pH In. - pH inicial - pH fin. - pH final
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Anexo A - V) Producéo de ramnolipidios e polihidroxialcanoatos por isolados bacterianos a partir de acido octanoico (cerca de 5 g/L).

Polihidroxialcanoatos Ramnolipidies

mMsc  Xr Xpxa pH Composigao PHA (mol%) PHA PHA Composigao RHL (mol%) Concentracao (mg/lL) JHA/Ram E24
Isolados FN (g/L) (g/L) {g/L) In. Fin. 3HHx 3HO 3HD 3HDdAS 3HDd (%MSC) (mg/L) 3HHx 3HO 3HD 3HDdAS 3HDd 3HA Ram RHL  (mol/imol) (%)
147 144 003 727 857 212 2303 3059 - 4426 2,00 29,38 - 6,50 85,80 - 772 7216 - 72,16 - 62.20

A +0,05 +2.99 +0,89 +065 +2.75  +0,13 +0,01 0,15 0,16  +5.26 +5.26
152 124 028 728 9.01 811 8018 828 - 344 1850 28120 278 528 8245 3,76 574 29152 17528 466,80 1,60 6.20

LFME34 M 0,30 +0.01 028 +0.13 0,13 0,04 0,06 +0,03 022 023 1008 16,66 +5.66
160 15 004 7.31 911 - - 41,87 - 58.13 2,63 42.09 - - 7543 - 2451 19.64 - 19,64 - 27.00

U 0,03 +1.72 +1.72 0,09 +3.32 332 +1.10 +1.10
1,75 156 019 727 83 - 83.05 11,26 - 5,70 10,98 19215 077 6,50 8367 3,77 531 T2256 52298 124553 1,32 59.50

A 0,06 +2.02 1144 +0.57 0,74 +0,02 008 013 0,00 002 13,00 +13,00
146 117 029 728 B96 812 8291 610 - 288 2018 29463 465 985 7806 3.46 398 99531 39615 1391.46 2.46 64,90

RMP1256 N +0,01 +0.23 +0,29 +0.06 +0,00  +0,63 +0,08 +0,70 +0,76 0,01 0,04 +117.68 +117,68
188 1.83 005 731 89.05 - - 51.73 - 4828 2,40 47,00 2,01 11,056 7413 3.20 9.61 114,51 - 114,51 - 64,90

U 0,01 +2.78 +2.78 037 0,62 10,04 064 010 011 4547 547
1,39 131 008 727 829 7.02 6672 1562 - 10,64 578 80,34 0,79 504 86,00 3,38 4,80 54320 260,78  803.97 1,99 62.20

A 20,01 +0.44 114 024 0,47 0.1 +0.04 004 0,04 2006 001 1358 +13.58
167 141 026 728 906 745 7881 9.66 - 4,09 15,53 26935 245 794 8148 3.67 447 104955 44745  1497.00 227 62.20

RMP1315 M +0,49 +0.02 +0,82 +0.65 0,19 0,32 0,10 1,36 +1.35 0,06 0,06 1507 +15.07
151 147 004 731 910 - - 51.96 - 45,06 297 44 85 6,31 763 7471 - 11,37 50.54 - 50,54 - 67.60

U +0.04 +1.00 +1.00 40,11 +2.75 4028 +217 +0.86  +0.71 +0.71
163 139 014 727 B47 643 7340 13.07 - 7.1 8,90 136,17 067 508 8359 425 643 71495 34058 105553 2.00 62,20

A 0,01 +0.91 +1,60 +0.13 +0,55  +0,58 +0,01 +0,08 +0,04 0,08 0,01 +3151 +31.51
116 095 021 728 904 689 8163 829 - 3.19 1782 20671 322 609 8121 3,93 556 696,25 28928 98552 2,32 63.90

RMP1484 N £0,54 +0.07 +1,80 +1.37 +0,35 0,18 0,06 +0,06 048 035 013 +101,25 +101,25
213 208 005 731 904 262 1.69 4745 - 4825 240 5112 6,71 8.03 6852 - 16,75 56,27 - 56,27 - 67.60

U 20,16 +3.71 238 264 +3.45 0,23 +0.03 £0,30 047 0,13 £2.38 12,38
180 168 012 727 836 566 6826 1589 - 10,21 6,55 17,90 1,04 645 8262 3.56 6,35 37554 22658 60211 1,59 59.50

A 0,03 +0.08 +0,09 +0.06 0,08  +0.40 +0.05 018 001 016 003 1257 +12.97
1686 138 018 7.28 9.09 657 77.73 1054 - 5.18 11,30 176,28 138 513 83,90 3.94 567 83562 34058 1176.19 2.35 59.50

RMP1486 M +0,04 0,15 +1.83 +1.23 +0.45  +0,28 +0.08 +0,01 +0,06 +0,01 000 +73.08 +73,08
214 208 006 731 906 - 2,03 4826 - 4972 2,65 56,71 189 7.67 7318 - 1727 61,63 - 61.69 - 69.20

U £0,03 +2.87 10,53 +3.40  +0,98 +2 67 4023 4236 0,08 +0.34 +0.34

MSC — Massa seca celular - 3HHx — 3-hidroxihexanoato - 3HO — 3-hidroxioctanoato - 3HD — 3-hidroxidecanoato - 3HDd — 3-hidroxidodecanoato - Ram - ramnose - 3HA - 3-
hidroxiacidos - 3HDdA5 - 3-hidroxi-5-dodecenoato - E24 - indice de emulsificagdo - Xg - Concentracdo celular residual - Xpua - Porcdo celular correspondente a
polihidroxialcanoatos - FN - Fonte de nitrogénio - A - Sulfato de aménio - N - Nitrato de Sédio - U - Ureia - pH do meio mineral mais fonte de carbono apds 72h: A=6,85 -
N=7,05 - U=7,23 - pH In. - pH inicial - pH fin. - pH final
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92

Polihidroxialcanoatos

Ramnolipidios

MSC  Xr  Xpua pH Composigao PHA (mol%) PHA PHA Composigao RHL {(mol%) Concentragao (mgiL) JHA/Ram
Isolados  FN_(g/l) (g/L) (g/L) In. Fin. 3HHx 3HO 3HD 3HDA5 3HDA6 3HDd (%MSC) (mg/L) 3HHx 3HO 3HD 3HDAS 3HDA6 3HDd  3HA Ram RHL  (mol/mol)
438 345 093 727 6,09 438 2849 4483 - 1144 10,85 21,33 93408 073 402 8154 513 1,63 6,95 742,87 20164 94431 3.54

A 027 +0,03 £0,06 +0.21 016 0,04 +0.85 +0,04 +0,07 369 +181 0,08 +168 +9113  +4837 +14050
127 098 029 726 767 475 3922 3987 - 5,08 807 2312 29359 033 398 8580 416 - 573 141337 47880 189218 2.81

LFME34 N 017 £0.07 +0.10 0,14 0,07 0,058 £2,69 +0,03 £0.39 024 023 £0,11 #4715 +8,06 3.9
193 145 048 728 785 446 3419 41452 6.20 3,99 964 2463 47651 156 424 8004 5,63 1,45 708 111973 27716 139689 3.83

U 008 +0.01 017 024 033 022 032 +246 +0.04 +099 201  +1.00 +0.50 +146 +11358 4504 118,62
142 072 069 727 602 378 2924 4218 - 1233 1247 48,93 69237 071 334 8120 5,85 2,25 6,94 177658 330,60 210713 5,08

A 0,18 0,38 +1.75 +2,66 041 520 1550 +0,08 +0,10 0,76 013 0,19 052 +2215 604 +16,10
189 124 066 726 727 461 3370 4113 - 13.09 748 3468 65710 168 756 6637 634 10,21 7.84 216807 31493 2483.00 6,48

RMP12586 N 0,05 0,15 058 0,57 086 043 1,01 0,01 £0,00 1,72 0,06 +1.51 2013 49077 6,05 +84.72
200 125 075 728 754 486 3113 4169 - 14,05 8.21 37,51 748,34 216 798 6572 6,41 10,20 7A3 185510 25508 211017 6,86

U +0.04 +0.10 014 025 051 001 4094 +0.14 +0.78 445 0,72 +3.51 #1115 +20267  +403  +195.64
291 240 051 727 6.00 251 20497 5064 438 1047 11.03 1752 510,68 062 614 7552 5.84 4.30 7.58 891,89 163,16 105506 5,93

A 20,05 +0.16 253 094 025 +0.84 066 2,04 +0,02 +1,00 +219 007 020 +143 4504 +7960 £34 56
1466 085 071 726 728 413 3234 4308 - 13.32 706 4561 71154 177 933 6930 5,67 7.45 6,48 201056 34913 235969 547

RMP1315 N 0,01 0,07 £0.14 10,05 021 0,04 011 +0,02 £1.34 233 043 +1.81  £1.35 £13475 403 13878
1468 090 068 728 752 493 3059 4103 - 13,83 956 42,86 677,19 262 886 67,69 594 8.83 6,06 171687 27716 199403 5,89

U +0.06 +0.36 +1.27 +1.39 +1.24 #1768 197 +0.25 083 +1.07 4019 +1.40 +055 +282.20 4504 +277.17
3.00 192 108 727 615 221 2033 G061 3.70 4,39 876 36,08 108251 053 463 8205 6.04 - 6,76 102594 18881 121475 519

A 0,00 +0.14 026 148 025 127 0,08 143 +0,03 0,65 064 174 +042 +9157 1511 +76.46
191 137 054 726 723 415 3890 3799 204 4,02 12,90 28,04 53558 059 3.09 8378 5.3 0.75 6,48 167681 376,20 205302 422

RMP1484 N +0,03 £0.02 0,07 0,02 +0.01 0,01 2007 +047 +0.04 0,10 0,13 0,02 0,16 0,01 126,08 4,03 12205
1,70 123 048 728 793 512 2621 4363 - 15,42 962 2813 47966 052 442 B176 454 1,34 741 109730 22088 131817 4,73

U +0.01 +0.10 +028 +042 +0.84 0,04 +0.60 +0.50 0,05 339 4068 +0.88 +1.27 22241 48,06  +214.35
591 406 185 727 593 1258 1191 7248 438 2,13 786 3131 185035 072 405 8373 437 0.56 6,56 1106.54 15248 1259.02 6.88

A 0,08 +0.06 +122 1,01 019 004 0,04 +101 0,11 +0,63 332 +158 +0.51 +1.75 +16394 +1813 +182,08
165 098 056 726 734 356 3430 4344 3.09 3.83 11,79 36,29 56062 072 460 8369 407 0.58 6,34 157673 31421 189094 478

RMP1486 N 2067 +0.06 070 0,93 015 0,02 029 1024 +0,08 042 316 +148 0,62 £1.29 22796 1302 122494
162 115 037 728 799 310 1463 4799 - 18,86 1217 2453 37291 106 872 7276 456 1,71 11,19 116419 173,85 133804 6,39

U +0.01 +4.39 +20.36 +8.32 +7.64 #4462 4250 - - - - - - - +16.12 +16,12

MSC — Massa seca celular - 3HHx — 3-hidroxihexanoato - 3HO — 3-hidroxioctanoato - 3HD — 3-hidroxidecanoato - 3HDd — 3-hidroxidodecanoato -

Ram - ramnose - 3HA - 3-
hidroxiacidos - 3HDdAS - 3-hidroxi-5-dodecanoato - 3HDdA6 - 3-hidroxi-6-dodecanoato - Xg - Concentragdo celular residual - Xpya - Por¢do celular correspondente a
polihidroxialcanoatos - FN - Fonte de nitrogénio - A - Sulfato de aménio - N - Nitrato de Sddio - U - Ureia - pH do meio mineral mais fonte de carbono ap6s 72h: A= 6,95 -
N=7,14 - U=7,52 - pH In. - pH inicial - pH fin. - pH final
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Anexo A - VII) Producéo de ramnolipidios e polihidroxialcanoatos por isolados bacterianos a partir de 6leo de arroz (cerca de 9 g/L).

Polihidroxialcanoatos Ramnolipidios
msc Xr Xpna pH Composigao PHA (mol%) PHA PHA Composigao RHL (mol%) Concentragao (mg/L) JHA/Ram E24
Isolados  FN (g/L) (g/L} (g/L) In. Fin. 3HB 3HHx 3HO 3HD 3HDdA5 3HDda6 3HDd (%MSC) (mg/l) 3HB 3HHx 3HO 3HD 3HDda5 3HDdat 3HDd  3HA Ram RHL  {mol/mol) (%)

240 181 059 717 626 088 446 3311 4248 1,58 4,92 1260 24,59 580,16 - 273 8856 285 - 5,86 125769 666,90 192453 1,79 11,10

A 0,52 +0,01 006 +022 023 +018 0,09  £0,30 057 0,03 +054 4013 +044  +6.16 +6,16
260 164 096 718 758 069 360 2823 4393 0,97 8,70 13,80 37,09 964,34 - 127 739 7923 4325 2,93 4,94 146681 43320 19001 3.24 63,20

LFM634 N +0,39 0,05 008 +011 0,06 137 +1.58  +0.08 4192 +0.01 +013 018 0,08 +0.04 4019 +41.78 +41.79
370 322 048 722 733 - 363 2370 4427 278 743 1820 1307 48359 - - 220 8619 420 - 742 60468 25835 864,03 220 62,20

U +1.51 +0.09 +0.07 0,25 0,30 +0.04  +007 4024 +012 4020 4013 #0189 +1.32 +1,32
233 143 090 747 573 061 396 2985 43,88 114 9,92 10,62 3842 895,19 - 153 607 8070 481 - 6,90 118298 22515 140813 5,02 62,20

A 0,02 +0,01 0,10 0,50 0,91 +1.61 +1.77  +016  +146 +0.14 098 +3.40 088 +1,03  +18.35 +18,35
248 158 080 718 732 - 407 3194 4335 - 10,34 1032 3631 900,49 - 156 558 77,74 543 4,69 502 170946 29355 200301 5,53 62,20

RMP1256 N 0,05 +0.06 0,08 +0.04 +0,06  +0,04 +1.06 0,06 023 045 0,28 +0.16 4028 42494 +24.94
400 326 074 722 732 - 3,76 2552 46,94 3.04 52 1554 1845 738,00 - 043 393 8478 4N - 6,87 118670 57570 176240 1,96 2,70

U 0,10 0,35 +244 +3.83 40,37 +0.66  +0.74 4030 +0.00 +0.02 035 +0.21 012 +27 38 +27,38
213 123 080 7417 590 - 383 3032 4564 273 7.61 9.89 4203 895,24 - 061 496 84,89 3.06 - 649 131616 32490 164106 387 62,20

A 10,08 0,05 0,02 040 0,15 0,03 029 1,73 0,03 022 088 018 0,45 5161 51,61
239 155 084 718 733 026 400 3153 4409 - 9.62 1052 3511 83913 021 178 593 TETT 448 4,52 432 207436 39900 247336 4,96 64,90

RMP1315 N 0,04 0,37 0,02 040 10,36 0,09  +033 46,05 0,03 40,05 +0,00 +025 4007 +0.19 40,02 +38.04 +38,04
380 324 056 722 T34 - 407 2869 46,09 216 4.20 14,81 14,62 555 56 - 032 291 8508 420 - 751 104370 42893 147262 2,30 0,00

U 0.1 0,31 016 0,57  +0.08 #0111 +0.08 +0.41 +0.01 021 +134 044 +0,69 +1.32 +1,32
445 293 152 717 6,08 - 222 1978 6307 33 2,58 9.06 3416 152012 - 057 379 8741 2,99 - 525 719,85 16815 888,00 4,08 8.1

A 10,29 041 298 +4.31 0N 052  +051 4056 0,03 0,07 043 0.21 0,33 +127.04 +127.04
207 141 066 718 744 - 360 3696 4172 217 245 1311 31,69 655,98 - 107 798 7838 421 0.87 7.50 140077 39045 179122 343 57.90

RMP1484 N 0,01 +0.04 038 0,05 0,55 +0,06  +012 4038 +0.04 1020 +1.03 0,69 +0.25 4033 43268 +32, 68
423 387 036 722 724 - 3,95 3150 42,63 0,62 2,85 1847 854 361,24 - 034 420 8367 4,00 - 781 91260 52298 143558 1,66 36,80

U 40,03 #0.33 #1105 132 40,88 008  +021 4017 +0.01 #0002 014  +0.08 +0.06  +63.71 +63.71
321 215 106 747 625 075 369 2916 4814 236 5,15 10,78 3288 105545 - 030 298 8792 343 - 538 105391 26505 131896 3.78 54

A 0,05 +0.01 011 042 013 +018 0,09  +0,06 +0.66 0,00 0,02 +057 +018 0,37 +26.50 +26,50
274 181 08 718 749 088 398 2972 4278 262 59 1413 3396 930,50 - 120 919 7563 425 2,66 7.09 147676 22515 170191 6.27 58,50

RMP1486 N 0,14 0,05 0,00 +021 0,01 +0.01 +013 #0116 4123 0,02 033 +025 4022 +0.04 4033 +261 +26,11
3.00 274 026 722 727 - 338 3038 4267 - 3.82 19.76 8.59 257,70 - 0,39 406 8297 453 - 8.06 67346 13395 80741 4,76 60,50

U 015 +0.08 036 +0.74 +049 +004 4028 +0.04 021 +1.08 0,14 0,69  +7.22 +7.22

MSC — Massa seca celular - 3HB - 3-hidroxibutirato - 3HHx — 3-hidroxihexanoato - 3HO — 3-hidroxioctanoato - 3HD — 3-hidroxidecanoato - 3HDd — 3-hidroxidodecanoato
Ram - ramnose - 3HA - 3-hidroxiécidos - 3HDdAS5 - 3-hidroxi-5-dodecenoato - 3HDAAG - 3-hidroxi-6-dodecenoato - E24 - indice de emulsificagdo - Xg - Concentracio
celular residual - Xpya - Porcao celular correspondente a polihidroxialcanoatos - FN - Fonte de nitrogénio - A - Sulfato de amdnio - N - Nitrato de Sodio - U - Ureia - pH do
meio mineral mais fonte de carbono ap6s 72h: A=6,98 - N=7,20 - U=7,52 - pH In. - pH inicial - pH fin. - pH final
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Anexo A — VIII) Producédo de ramnolipidios e polihidroxialcanoatos por isolados bacterianos a partir de 6leo de canola (cerca de 9 g/L).

Polihidroxialcanoatos Ramnolipidios

msc Xr Xpxa pH Composicao PHA (mol%) PHA PHA Composigao RHL (mol%) Concentracao (mgilL) JHA/Ram E24
Isolados FN {g/L) (g/L) (g/L) In. Fin. 3HHx 3HO 3HD 3JHDdA5 3HDdAE 3HDd (%MSC) (mg/L) 3HHx 3HO 3HD 3HDdA5 3HDdAG 3HDd  3HA Ram RHL  (molfmol) (%)
379 338 041 718 604 337 2594 51480 - 8.31 10,90 26,94 102103 - 7.87 9213 - - - 215,64 - 215,64 - 59.50

A 0,08 045 +281 346 +0.33 013 0,74 1,34 +£1,34 +16,39 +16,39
206 182 024 721 712 483 3791 3551 - 9.89 11,81 27,00 556,20 240 1317 7164 3.26 423 532 133163 279.30 161093 4,62 63.90

LFME34 N +0,01 0,12 +0.62 +0.38 +0.00 011 244 +0.05 025 016  +0.04 +0.04 004 1374 +13.74
364 291 073 724 706 410 31,03 3909 - 573 20,06 7.04 256,26 - 431 7824 552 - 11,94 57557 200,93 77649 2,69 £9.46

U +0,10 +0.08  +0.12 +0.09 +0.06  +0.18  +0.03 +0.13 +0.69 +0.25 +1.08  +30.09 +30.10
230 210 020 718 6,09 526 3841 3698 - 10,72 864 2621 602,83 2,06 509 80,04 6,93 - 5,90 88047 293,55 117402 2,86 59,50

A 0,01 +0.06 +0,06 +0.01 +0.01 0,00 0,18 0,02 +0,30 +047  +0.59 +0.20 57,50 +57.50
191 169 022 721 711 462 2977 4054 - 1378 1131 2538 48476 1,01 1200 6895 3.49 - 6,13 315213 525,83 367796 5,72 63.20

RMP1256 N +0,06 +0.31 +0.08 +0,18 +0.44 023 1017 +0.01 +0,00 0,01 0,00 +0.04 #4921 149,22
425 395 030 724 728 361 2008 6268 - 6.67 6,98 14.25 605,63 - 234 8543 478 - 746 129170 56145 185315 217 270

U 40,35 +148 +196 +18.47 5,168 +9.86 40,35 +0,02 +0,37 +0.13 +0.49  +14.76 +14,76
330 301 029 718 559 505 3162 4644 - 8.03 8.87 2197 71841 438 824 7565 8.77 - 296 44073 156,75 59748 272 55.60

A +0,06 +1.77 £7.02 +9.44 0,57 0,09 44,82 +0.58 +£3,15 +1,93 354 .19  +22,09 +22,09
197 174 023 721 7.08 485 2938 4011 - 1407 1159 26,08 513,78 146 1448 6617  3.39 .80 571 262061 32490 294551 7.74 62.20

RMP1315 N +0,23 +042 +017 +0,08 0,07 0,08 4042 +0,03 +0,04 +0,06  +0,01 0,01 0,06 +16,24 +16,25
378 318 060 724 726 836 2375 4335 - 8.79 15,76 8.62 325,84 - 207 8519 519 - 7.56 123181 45458 1686,39 2,56 44 44

U +0,09 +3.10 #1399 $0.47 $0.04 120 40,25 0,01 +0.29 +0.08 $0.23  #11.23 +11.23
575 534 041 718 587 185 1445 7035 - 6.29 706 3115 179113 432 1033 66,99 1836 - - 443 54 - 44354 - 58.30

A +0,16 +0.10 +0.64 +1.05 +0.35 0,04 10,73 0,33 066 +1.23 +1.57 +26,25 +26.25
237 209 028 721 715 530 3693 3922 - 6,60 11,98 29,93 70934 144 814 7690 3,94 2,88 6,73 149019 29355 178374 4,85 62.20

RMP1484 N 047 0,37 +029 1027 +0.13 022 117 +0.04 021 1019 0,08 +0.04 0,03 1570 +15,70
440 374 066 724 7,02 6,79 3148 4041 - 6,30 15,04 12,23 538,12 041 443 7993 463 - 10,60 1073,79 253,66 1351585 4,09 £9.46

U +0.10 +0.74 +0.56 +0.87 +0.15  +0.54  +0.01 +0.01  +0.16 +255  +0.59 +3.29 #1315 +47.25
569 526 043 718 600 221 1713 6594 - 6,95 764 3287 187030 4,32 10,33 66,99 1836 - - 462,11 - 462,11 - 48,60

A +0,10 +0.08 0,15 +053 0,11 0,03 40,57 0,33 0,66 +1.23 +1.57 +26,25 126,25
2,00 176 024 721 708 502 3862 3832 - 592 12,14 26,72 53440 238 152 723 3 3.26 6,85 113088 169,58 130046 6.43 59.50

RMP1486 N +0,00 +0.21 +047 +0.33 0,356 +0.25 40,98 +0.05 0,15 +047  +0.27 +0.15  +0.04 +28.50 +28.50
278 204 074 724 716 319 2612 4418 - - 26,52 5,35 148.73 - 415 T7.75 448 - 13.64 50741 139.65 647,06 M 59.46

U 1,13 +4.51 #0562 44,99 10,04 078 0,15 +2,01  +0,08 £2.07  +34.15 +34,15

MSC — Massa seca celular - 3HHx — 3-hidroxihexanoato - 3HO — 3-hidroxioctanoato - 3HD — 3-hidroxidecanoato - 3HDd — 3-hidroxidodecanoato - Ram - ramnose - 3HA - 3-
hidroxiécidos - 3HDdAS5 - 3-hidroxi-5-dodecenoato - 3HDdA6 - 3-hidroxi-6-dodecenoato - E24 - indice de emulsificagdo - Xg - Concentragdo celular residual - Xppa -
Porcéo celular correspondente a polihidroxialcanoatos - FN - Fonte de nitrogénio - A - Sulfato de aménio - N - Nitrato de Sédio - U - Ureia - pH do meio mineral mais fonte de
carbono ap6s 72h: A=6,90 - N=7,05 - U=7,48 - pH In. - pH inicial - pH fin. - pH final
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Anexo A — IX) Producéo de ramnolipidios e polihidroxialcanoatos por isolados bacterianos a partir de éleo de coco (cerca de 9 g/L).

Polihidroxialcanoatos Ramnolipidios

MSC  Xrg  Xpua pH Composigao PHA (mol%) PHA PHA Composigao RHL {mol%) Concentragao (mg/L) JHA/Ram
Isolados  FN_(g/l) (g/L) (g/L) In. Fin. 3HHx 3HO 3HD 3HDA5 3HDA6 3HDd (%MSC) (mg/Ll) 3HHx 3HO 3HD 3HDAS 3HDA6 3HDd  3HA Ram RHL _ {mol/mol)
250 188 061 719 639 504 4060 5307 054 - 0,75 2464 614,70 - 221 89779 - - e 78,70 40114 111884 1,72

A 0,01 +013 015 0,03  +0.01 +0.00 247 +0,07 +0.07 +4.13 +5.04 +9.17
138 082 056 722 7.80 525 4462 4887 043 - 073 40,53 56141 088 520 9392 - - - 862.70 5558 918.28 15,71

LFMB34 N 015 +0.03 021 013  +0.04 +0,07  +0,12 +0,02  +0,06 +0,04 +4.15 +16,12  £20,27
198 127 071 725 801 594 4741 4621 - - 044 3566 706,14 207 474 8296 - - 10,23 89754 6413 961.67 13,58

U 004 +0.09 +017 +0.04 +0.13  +3.08 +0.03  +0.08 +0.72 +0.68  +16.11 41006  +6.03
087 044 043 719 611 478 4026 5450 - - 047 4316 42770 321 1739 74,21 - - 519 184878 126,11 197489 14 67

A 007 +0.02 +013 +0.05 0,06 +3,10 +0.04 092 +023 +1,19 +101,02 42318 112419
186 096 090 722 749 534 4311 5083 0,26 - 047 4826 897,68 493 1593 7064 1.41 - 7.09 218279 15818 234096 13,65

RMP12566 M +0,10 +0,09 +0,08 +015 +0.01 +0.02  +4,00 +0,10 +0,18 +430 +200 +2 68 6180 48,06 +63,73
146 068 078 725 769 520 4113 5203 0,56 - 1,07 5352 784,01 744 2293 6506 0.43 - 414 1702,33 66,98 176931 2578

U 002 +0.02 +0.03 013  +0.06 0,12 #0.77 +0.08  +0.13 +0.03  +0.07 +0.03  +2348  +0.00 +23.48
040 025 014 719 610 322 2876 6359 - - 443 36,02 14229 354 1976 6945 0,19 - 7.04 206345 1924 208273 114,68

A 0,04 +0.16 +1.67 +1.67 0,16 +1,87 0,14 041 039 005 +0.22 70,22  +7,05 +63,17
182 126 056 722 780 527 4369 5010 0.41 - 053 30,65 he7.84 061 460 8837 259 - 3.84 126541 40755 167297 2,98

RMP1315 N +0,04 +0,06 +016 015 +0.04 +0,03 +0,95 +0,01 +0,14 872 +3.66 +5.21 +116,72 +8,06 +108.,66
167 112 045 725 808 597 4307 4938 0,65 - 093 2855 44816 112 509 7521 - - 18,59 53353 116,14 64967 4.3

U +0.00 +0.16 017 037 002 0,02 +1.18 +0.20 +0.76 +11.36 +1232 47565 4503 +80.69
129 082 046 719 609 271 2588 6963 - - 1,78 35896 46209 363 1781 7640 0.20 - 196 130564 29426 159991 442

A 0,01 +022 +249 +254 +0,17  +0,13 +0.04 +023 111 0,00 +0.84 8495 #1511 100,07
163 103 060 722 728 501 4455 4921 0,36 - 0,88 36,85 600,62 501 1973 7178 0.39 - 3.09 148088 96,19 157707 15,75

RMP1484 M +0,04 +0,03 +0,08 +010 +0.01 +0,04  +172 +0,03 +0,05 +0,06 +0,03 +0,10 47,35 +19.14 #1179
309 186 123 725 762 466 3415 4992 0,09 - 1118 3977 122883 531 2349 7059 0,60 - =* o 1104,84 20164 130648 558

U +0.01 +0.03 035 006 4012 +0.45  +1.61 +0.01  +0.20 017  +0.02 +34.75  #13.09 42165
1,76 118 058 719 615 348 2862 6529 - - 2,61 33,01 A8266 287 11,93 8230 0.27 - 2,62 123815 102,60 134075 11,84

A 0,16 +0.08 +0.60 +036 0,31 +0,22 0,19 +160 113 005 +0.24 +165,03 46,05 171,08
169 106 063 722 749 483 4132 5239 0,33 - 1.08 3720 628,61 337 1552 7740 0.08 - 3.63 1629.85 M257 174243 14,65

RMP1486 M +0,06 +0,02 027 +0,08 +0.08 0,29  +0,15 +0,11 +0,34 +116 0,12 +148 #6380 +22167 +41.74
173 117 056 725 796 553 3900 5406 0,28 - 1.0 3221 557,16 109 624 86,10 - - 6,58 124446 2,85 1247 .31 226,95

U 004 +0.15 021 010  +0.10 0,16 +0.41 +0.04 +029 +137 +1.71 #2562  +4.03 +21.59

MSC — Massa seca celular - 3HHx — 3-hidroxihexanoato - 3HO — 3-hidroxioctanoato - 3HD — 3-hidroxidecanoato - 3HDd — 3-hidroxidodecanoato - Ram - ramnose - 3HA - 3-
hidroxiacidos - 3HDdA5 - 3-hidroxi-5-dodecanoato - 3HDdAG - 3-hidroxi-6-dodecanoato - Xg - Concentracao celular residual - Xppa - Porcdo celular correspondente a
polihidroxialcanoatos - FN - Fonte de nitrogénio - A - Sulfato de aménio - N - Nitrato de Sddio - U - Ureia - pH do meio mineral mais fonte de carbono ap6s 72h: A= 7,00 -
N=7,44 -U=7,17 - pH In. - pH inicial - pH fin. - pH final - *** : dele¢do dos valores devido a interferéncias da fonte de carbono na analise



Anexo A — X) Producéo de ramnolipidios e polihidroxialcanoatos por isolados bacterianos a partir de éleo de girassol (cerca de 9 g/L).
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Polihidroxialcanoatos

Ramnolipidios

MSC Xr  Xpa pH Composigao PHA (mol%) PHA PHA Composigao RHL (mol%) Concentragao (mgflL) JHA/Ram
Isolados FN_(g/L) (g/L) (g/L) In. Fin. 3HHx 3HO 3HD 3HDdA5 3HDdaA6 3HDd (%MSC) (mg/L) 3HB 3HHx 3HO 3HD 3HDdAS 3HDdA6 3HDd  3HA Ram RHL _ (mol/mol)
8,70 680 189 727 614 276 1854 5734 1341 - 795 21,79 1894.82 - 126 543 79.88 4,16 278 649  1110,06 40910 151915 2,65
A 1019 014 2074 £441  £259 0,94 £ 0,13 =346 =193 =052 208 =094 20512 46634 13878
167 125 042 728 748 358 3478 4386 7.06 3.55 77T 2511 418,11 - 071 227 8729 3.50 0.74 549 154909 567.63 211672 2,59
LFMB34 N +0,12 +051 549 1553 721 5,02 172 025 0,13 +2.31 +231 0,05 +0.03 011 8777 5,04 +92.81
1.1% 082 037 731 676 3.37 3656 3858 8.65 12,85 307 36544 - 128 T7.80 7913 3.52 1,30 696 982,53 179.31 1161.85 5,25
U 017 017 180 £107 0,71 1,99 0,11 - - - - - - - - - -
246 159 0,87 727 597 363 2754 4532 5.48 545 957 35,30 868,31 - 049 281 8141 4,50 2.52 796 139034 29331 1683.66 4.47
A 10,03 +043 161 +339 1880 7,70 434 8,53 +0,03 021 1547 130 +1.32 3,09 136,98 +3.36 +133.62
212 119 093 728 720 390 3048 4053 15,86 923 43,78 928,04 - 1,70 619 72,39 5,60 8,16 596 2182,93 40553 2588.47 5.09
RMP1256 N £0,05 0,19 200 £011 0,15 +2.45  +0,85 £0,02 047 105 0,14 +0,12 0,28 2949 252 +32,00
208 124 084 731 745 431 2910 4328 8.36 6,11 8.84 40,52 844.81 - 184 549 7229 579 7.53 T.06 196139 499,94 246133 3.70
U 0,18 +026 023 107 922 +8.63 40,96  +1.30 +0,12 049 339 179 +0.84 1,37 +174,97 +168 +176.,65
231 129 102 727 589 372 2961 4315 1574 778 4419 1020,76 - 073 313 7898 477 3,81 8.58 176843 309.35 207778 8,37
A 10,07 0,02 060 +£009 245 +2.98 £145 +0,12 0,22 +564 0,99 +141 358 +187.84 +252  +190.36
203 109 094 728 7,02 404 3264 4479 7.63 521 569 46,33 93811 069 204 598 71,82 544 8,11 592 194064 399.60 234023 4,61
RMP1315 N +0,08 034 154 057 1797 +7.37 071 622 +0.03 +0.06 +0.358 +339 +1.64 +0.61 1,63 +14542 +31.07 +176.49
241 138 1.03 7,31 751 438 2969 3876 15,56 11,61 42,69 103102 - 292 811 66,82 6,77 9.89 549 184129 366,94 2208.23 4,85
U 012 £025 007 079 +1.41 0,94  £349 0,17 067 427 365 0,54 0,92 +18346 #8901 27247
365 285 079 727 6,09 227 17,83 5305 12,35 1444 2178 793.87 - 13,37 50,23 30,70 70 142,87 142,87 -
A 10,66 034 319 407 344 4,16 248 +12,34 £39.12 +4340 18,06 +139,02 +139,02
222 161 060 728 7,09 412 1211 5993 473 2,06 1705 2712 600,63 - 087 349 8634 3.24 0.44 562 161224 353.88 196612 4,34
RMP1484 N £0,63 +220 1528 18,50 291 +2,92 4544 517 +0,03 0,05 +0,06 0,00 +0,00 0,02 16,62 +10,08  +3.45
237 184 052 731 T78 483 39.26 4448 5.80 560 22,10 522,59 - 207 538 7672 499 3.32 751 1263,01 45185 1714.86 2,66
U +0,98 +1.38 +3.85 +10.87 +5.21 17,92  +3,66 +0,01 0,01 192 078 +043 071  +4.18 +10,92  +15.09
6.27 472 155 727 561 191 1270 4550 10,00 29,90 2474 155112 19.55 1012 1277 57,56 - - 50,14 50.14 -
A 10,06 028 1083 +544 359 296  +4,08 +0.65 +021 1,09 +065 +1 .56 +4.56
1,79 126 053 728 7,66 3.04 2574 4379 1218 372 11,62 29,80 533.35 - 3,70 86,72 3.57 6,01 159343 458,38 2051.80 3.30
RMP1486 N 1045 044 291 1099 #1377  +527 1584 612 - 0,01 +0.29 0,09 0,18 27,08 - +27.08
1,70 112 058 731 727 378 3377 4766 3.72 0,99 10,08 3426 584,14 - 125 413 849N 3.56 0.20 595 1650,69 369,91 2020,60 4,45
U 0,11 023 011 £143 250 +139 044 #455 0,03 026 042 005 +028 0,03 +482 +106,64 +101,82

MSC — Massa seca celular - 3HHx — 3-hidroxihexanoato - 3HO — 3-hidroxioctanoato

- 3HD - 3-hidroxidecanoato - 3HDd — 3-hidroxidodecanoato - Ram - ramnose - 3HA - 3-
hidroxiacidos - 3HDdA5 - 3-hidroxi-5-dodecenoato - 3HDdA6 - 3-hidroxi-6-dodecenoato - Xg - Concentracdo celular residual - Xpya - Porcdo celular correspondente a
polihidroxialcanoatos - FN - Fonte de nitrogénio - A - Sulfato de aménio - N - Nitrato de Sédio - U - Ureia - pH do meio mineral mais fonte de carbono apds 72h: A= 6,96 -
N=7,16 - U=7,46 - pH In. - pH inicial - pH fin. - pH final



Anexo A - XI) Producéo de ramnolipidios e polihidroxialcanoatos por isolados bacterianos a partir de dleo de linhaca (cerca de 9 g/L).
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Polihidroxialcanoatos

Ramnolipidios

msc Xr Xpna pH Composigao PHA (mol%) PHA PHA Composigao RHL (mol%) Concentragao (mg/L) JHA/Ram E24
Isolados FN (g/l) (g/L) (g/L) In. Fin. 3HHx 3HO 3HD 3HDdAS 3HDdAG6 3HDd (%MSC) (mg/l) 3HHx 3HO 3HD 3HDdAS 3HDdA6 3HDd  3HA Ram RHL  (mol/mol) (%)
479 358 121 718 591 219 1813 70,26 341 1.51 445 2528 121081 117 389 84,48 3.94 - 6,54 40127 18240 583,67 2,10 58,30

A 0,37 +0.28 +1.06 +1156 179 214 $629 242 0,09 023 047 +0.21 +0.59 +15.05 +15,06
207 155 052 720 733 521 3960 4066 0,56 13,56 043 2530 52371 160 738 7710 44 428 526 2076,66 39473 247138 5,02 59,50

LFM634 N 0,02 +0,17 0,87 +0.62 0,79 025 061 £159 0,04 +0.01 0,37 1018 0,13 0,02 +164,62 +164,62
403 352 051 724 723 382 3002 4517 0,50 12,71 7.80 12,58 506,97 053 366 8480 3.98 0.21 6,83 233894 89063 322957 249 59,46

U +0.01 +1,16 +467 +2.09 40,71 +243 +11.03 4433 +0,08 +0.03 +0.13  +0.01 0,00 4018 489,05 +89,05
345 241 104 718 580 461 3180 4414 - 12,22 723 30,08 103776 7.97 1144 4870 3.45 21,81 401 57296 218,03 790,98 251 8.1

A 10,04 0,40 +668 +7.81 052 020 617 0,93 +158 165 4,88 587 044 #1371 +13,71
214 151 063 720 725 433 2893 41.@1 1477 1017 29,62 63387 087 891 7013 494 8.77 6,38 379916 54293 434209 6.62 62,20

RMP1256 N +0.00 009 +0.00 +0.12 030 033 +£347 +0,05 +0.04 054 1020 +0.23 003 +40.36 +40.37
430 333 091 724 736 341 2181 5299 10,45 686 21,19 91117 069 384 8315 469 0,73 6,90 1759,01 43035 218936 3.88 51,35

U +0.09 +090 +4.97 +8.58 +146 4761 4332 +0.25 +017 +040 +0.34 +0.06  +0.08 +10.22 +10,22
257 1,75 082 718 602 435 3022 4270 14,51 823 3181 817,52 059 332 8326 535 1,18 6,31 154595 37763 192358 3,88 56,80

A 10,04 0,03 026 +0.83 045 003 £3.05 0,21 +013 +144 1018 +0.47  +047 42435 +24.35
207 147 060 720 715 441 2911 4144 15,06 10,00 2896 59947 101 1026 67,80 5.09 9.42 6,44 382194 40755 422949 8.88 58,30

RMP1315 N +0.01 +0.01 +025 +019 +0,06 0,00 +395 0,04 006 142 1058 +0,40 +047 48570 +85.70
405 333 072 724 743 473 2571 4624 10,32 13.00 1786 72333 066 353 8074 499 118 8.87 132888 24653 157541 5,09 10.81

U 0,01 +0,34 +028 017 0,18 0,03 4256 0,13 #0.03 325 40,70 0,73  +165 45136 +51,36
501 396 105 718 592 298 2318 58,06 433 215 932 2092 104809 679 17T 4393 3.42 17,92 706 3461 - 94,61 2,70

A 1047 +0.04 +033 +030 012 016 002 079 +1.21 +375 11,70 +4.84 +16,96 016 +27.74 +27,74
230 154 076 720 728 468 3437 413 - 8.99 10,66 33,12 76176 1,08 574 76,95 5,56 3.56 716 180038 304,95 2105833 5,59 59,50

RMP1484 N +0.04 +0.35 +0.31 +0.53 019 030 197 +0,01 +0.00 0,07 013 +0.04 0,03 40,01 +40,00
499 421 078 724 733 386 3142 4157 11,25 11,90 1556 77644 043 347 8390 472 - 748 149726 58568 208293 242 59,46

U 0.1 0,05 027 032 0,07 4006 4031 0,03 +0.01 0,07  +0,02 0,07 426,34 +26,34
407 270 137 718 619 318 2244 5746 3.67 5.51 775 3378 137485 113 372 8461 4.3 0.53 572 900,37 25365 115402 3.38 10.80

A 10,22 +0.51 +2,06 347 012 085 018 +1.01 0,02 +0.00 014 1012 0,02 +0,02 +3.76 13,76
230 168 062 720 734 448 3615 39.68 - 8.39 11,32 26,93 619,39 120 519 7949 5.14 253 6,46 148595 31065 1796.60 4,54 59,50

RMP1486 N +0.01 +0,04 +0,69 +0.42 023 056 1560 0,11 +0,10 0,08  +0,33 +0.21 018 +115.31 +115,31
523 415 108 724 731 417 3323 4032 1MA7T  M.07 2063 107895 031 316 8426 4,52 0.09 7.67 156361 42038 198399 3.52 62,16

U +0.08 +0.01 +035 +0.64 001 029 4053 +0.04 +0.03 +0.07 +0.08 0,12 +0.34 42496 +24.96

MSC — Massa seca celular - 3HHx — 3-hidroxihexanoato - 3HO — 3-hidroxioctanoato - 3HD — 3-hidroxidecanoato -

3HDd — 3-hidroxidodecanoato - Ram - ramnose - 3HA - 3-

hidroxiéacidos - 3HDdAS5 - 3-hidroxi-5-dodecenoato - 3HDAA6 - 3-hidroxi-6-dodecenoato - E24 - indice de emulsificagdo - Xg - Concentracdo celular residual - Xpua -
Porcéo celular correspondente a polihidroxialcanoatos - FN - Fonte de nitrogénio - A - Sulfato de aménio - N - Nitrato de Sédio - U - Ureia - pH do meio mineral mais fonte de
carbono ap6s 72h: A=6,90 - N=7,05 - U=7,48 - pH In. - pH inicial - pH fin. - pH final



Anexo A — XII) Producéo de ramnolipidios e polihidroxialcanoatos por isolados bacterianos a partir de 6leo de mamona (cerca de 9 g/L).
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Polihidroxialcancatos

Ramnolipidios

MSC Xgr  Xpua pH Composigcao PHA (mol%) PHA PHA Composigao RHL (mol%) Concentragao (mgiL) JHA/Ram E24
Isolados FN (g/L) (g/L) (g/L) In. Fin. 3HHx 3HO 3HD 3HDdA5 3HDdA6 3HDd (%MSC) (mg/l) 3HHx 3HO 3HD 3HDdA5 3HDda6 3HDd 3HA Ram RHL  (mol/mol) (%)
170 161 009 723 475 468 1365 3749 9,34 - 28,85 5,26 89,50 - 17,15 14,47 18,38 337 12,11 15,48 0,24 54,05
A 0,04 +0.82 +255 +696 +3.85 +6.47  +0.86 +24.25 +20.47 +25.99 #4477 +1.01 +5.77
307 357 020 725 889 386 2173 4063 7,76 - 26,03 5.24 19757 536 1518 67,64 - 11,82 88.72 25,65 114,37 3.40 48,65
LFME34 N +0,13 +0.65 +148 +1.71  +0.08 +3,93 0,19 +2.63 +0.38 +3.89 0,69  +7.68 +0,00 +7 68
199 191 008 728 749 362 433 1693 2210 - 53,02 4.1 §1.81 - - 44,80 55,20 12,00 8.55 20,55 1,67 2,70
U 021 +0.39 +0.75 +284 10,09 6,11 0,60 +8,66 18,66 0,39 +6.05 +5.66
1.01 094 007 723 611 148 19 1667 32,86 - 47,03 6,60 66,63 2627 6243 1130 - 1,93 12,11 14,05 0,20 27,78
A 0,04 209 +277 295 031 +1.09  +0,09 +37.15 +53.14 +1599 +1.43 +1.01 +0.42
204 191 013 725 750 495 2882 4007 402 - 2215 6.43 13116 11.42 2,96 74,38 11,24 3172 58.43 90,15 0.53 59.46
RMP1256 N 0,06 +0,26 +3,07 +489 167 6,55  £113 +1.02 +419 +10,69 +15.89 7,17 +4.03 +11,20
073 070 003 728 816 229 680 1866 19.69 - 52,55 3.64 26,59 - - .21 24,79 6,94 11,40 18,34 0,58 10.81
U +0,08 £3,24 £191 445 0,66 +3,77 #1726 +35,06 +35,06 4334 +2.02 +1,32
169 1584 005 723 534 461 561 2942 1703 - 43,33 3.00 47,73 - 50,00 484 4516 11,66 12,83 24.48 o7 8.1
A 0,06 +1,76 +1.26 1683 +9.25 +0,61  +0.59 +70,72 +6.84 +63.87 +1543 +0,00 115,43
240 230 010 725 820 4,01 1086 2362 1582 - 45,68 4.03 96.61 489 632 5336 1410 2133 72,63 1.9 164,55 0,72 62,16
RMP1315 M +0,06 +0.36 +1,99 +437 +0.85 +6,66  +0.95 +1.92 #2770 +27,02 +19.93 +11,71  +40.69 +5,04 #1573
136 134 004 7258 790 380 6,67 2274 1446 - 52,32 2.54 39.20 - - 100,00 - 4,75 9.26 14,01 1,69 3243
U +0,08 0,33 £0.20 +124 064 +1.75 017 +0.00 +0.20 +11.08 11,28
133 128 005 723 532 328 1091 2745 1835 - 40,01 3,72 49,51 - 100,00 - - 112 7.84 8,96 0.1 27,03
A 10,02 0,37 +0.25 126 +3.84 +1.97 0,07 +0,00 +0,06 15,038 +4.98
3586 322 034 725 894 289 2233 4691 9,10 - 18,96 9.56 340,42 0,94 494 7963 4,34 10,14 376,84 148,91 52575 2,34 59,46
RMP1484 N 0,21 £207 405 555 +0,78  +0,95 - - - - - - +5.04 -
303 289 014 728 860 396 17.99 3150 9.37 - 37.19 4.59 139,05 6,35 1555 2583 12,78 39,50 66,25 44,18 110,43 1,39 2,70
U +0,08 0,30 +224 4353 4350 +2.66  +0.40 40,30 0,67 446 +255 1,03 +1,69 +4.03 +5,62
0,96 092 004 723 581 436 699 1930 2478 - 44 56 4,34 41,7 - 519 1506 39M 40,63 3085 6.41 37,26 6,16 48,65
A 0,09 0,54 064 +226 +10.67 7,23+ +0.60 +11,55 4843 +20.58 +3.15 15,04 +1,89
2,07 200 007 725 939 203 245 3554 1366 - 46,32 3.4 71,16 488 540 54,88 8.74 26,10 67,18 75,53 142,70 0.83 59.46
RMP1486 M 0,51 +2.87 0,01 +527 +7.77 5,36 +0.60 +0.24 +0.65 12,78 8,03 5,64 47,03 +0,00 +7.,03
227 211 016 728 861 433 2886 3616 6.56 - 24,08 6.91 156,95 422 787 1748 2268 47,76 103,28 88.35 191,63 1,03 62,16
U 10,01 +0.04 £375 445 466 +349  +£1.09 0,52 $0,16 1,93  +0.80 10,45 +£14.93 +8.06 122,99

MSC — Massa seca celular - 3HHx — 3-hidroxihexanoato

- 3HO — 3-hidroxioctanoato - 3HD — 3-hidroxidecanoato - 3HDd — 3-hidroxidodecanoato - Ram - ramnose - 3HA - 3-
hidroxiéacidos - 3HDdAS5 - 3-hidroxi-5-dodecenoato - 3HDdJA6 - 3-hidroxi-6-dodecenoato - E24 - indice de emulsificagdo - Xg - Concentracdo celular residual - Xpua -
Porcéo celular correspondente a polihidroxialcanoatos - FN - Fonte de nitrogénio - A - Sulfato de am6nio - N - Nitrato de Sodio - U - Ureia - pH do meio mineral mais fonte
de carbono ap6s 72h: A=6,48 - N=7,00 - U= 8,22 - pH In. - pH inicial - pH fin. - pH final
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Anexo A — XII1) Producéo de ramnolipidios e polihidroxialcanoatos por isolados bacterianos a partir de 6leo de milho (cerca de 9 g/L).

Polihidroxialcanoatos Ramnolipidios

msc Xr Xpua pH Composigcao PHA (mol%) PHA PHA Composigao RHL (mol%) Concentragao (mg/L) JHA/Ram
Isolados  FN (g/L) (g/L) (g/L) In. Fin. 3HHx 3HQ 3HD 3HDdAS 3HDdA6 3HDd (%MSC) (mg/L) 3HHx 3HO 3HD 3HDdA5 3HDdA6 3HDd  3HA Ram RHL  (mol/mol)
312 209 103 721 606 331 2830 5091 3,96 4,53 8,99 3289 102626 - 365 8480 432 0,38 6,85 108939 55290 164229 1,87

A 017 006 045 094 031 £0.07 017 1,06 +0.03 +017 1046 +0.54 011 £51.14  +10.08 141,06
170 112 057 7.23 766 446 4070 3832 - 7.9 8.62  33.69 570,39 - J.26  86.51 4,69 - 5.54 100413 62487 1629.00 1,52

LFME34 N +0.01 015 031 042 +046 042 049 #).06 +194 +151 +0,37 18588 17,05 +92.93
140 096 044 726 803 346 3079 4621 4,68 6,02 8.84 3136 43748 215 439 8163 444 - 739 960,00 45244 141244 2,03

U +0.13 +0,09 +0.56 062 +0,02 +018  +024 +0.11 +0,07  +0.10 +012  +0,00 0,15 #1328 4504 +8,25
262 194 068 721 599 - 38.67 6138 - - - 26,04 68225 112 544 7494 512 8,17 521 145787 43320 1891.06 3.18

A 0,00 0,07 0,07 +0.74 0,03 0,16 056 035 £0.27 006 0,16 +0,00 +0,16
235 168 067 723 787 474 3754 4203 224 6,69 6,76  2B.59 67187 031 372 9334 - - 263 160142 59423 215469 243

RMP1256 N +0.03 0,03 0,09 013 023 +012 010 268 +0.03 0,07 +3.76 +3.72  £79.97 000 +137.88
359 292 067 7.26 730 336 2415 50,71 3.08 6.86 11,86  18.80 67492 078 T7.54 8042 3.85 0.68 6.75 173757 83221 256877 2,00

U 0.1 021 0,06 #1114 40,03 +0.37 047 4163 0,00 +0.01 0,00 +0.04 +0.02 40,04 +81.78  +0.00 +81.77
210 106 104 721 605 338 2707 4853 475 8,19 8.07 4950 103953 - 345 87.23 3.56 0,21 554 148057 57428 205485 249

A 0,11 +0,19 +146 +167 +123 +219  +009  +5.87 0,06 +018 +012 +0.29 #0563 +170,32 +7456 +9576
196 112 084 723 734 411 2961 4167 468 10.61 932 429 84113 213 9.05 7516 465 3.81 520 190331 61774 252105 2,96

RMP1315 N 0,04 0,02 033 052 077 020 029 .77 0,08 025 114 0380 0,15 2014 +26.68 1713 #4381
170 121 049 726 814 560 3346 3949 - 10,60 10,86 2868 48763 093 7.05 7916 545 - 741 45496 198,79 65375 21

U 008 +0.15 +0.15 4021 +0.03 #0117  +0.90 1,32 #0.33 #142 4055 +0.98 #7762 41915 5348
182 120 071 721 709 412 3596 4322 3,56 223 109 3732 7460 131 485 8369 423 027 555 152260 43392 195651 3,35

A 0,01 0,04 012 056 025 +016  +031 067 0,01 024 069 +068 +0.38 10,14 4,60 +5.04 +0.44
364 225 139 723 603 154 1493 6895 485 1,82 .92 3815 1388.81 - 416 84,02 515 - 6,66 930,70 40185 133255 2,22

RMP1484 N +0.28 0,28 097 +1.79 022 0,16 016  +1.41 0,12 +138 +158 +0,08 43638 +5441  +18,03
189 123 066 726 807 604 2798 4333 - 1233 10,32 3466 65515 152 420 8089 469 1,03 7.68 900.09 33773 1237.82 2,53

U +0.01 019 017  0.14 016 #0.05 +0.89 0,01 #0.07 0,02 +0.75 £0.02 082 +10.66  +8.06 +18.72
525 318 207 721 59 142 1366 7337 372 1,37 645 3936 206624 100 519 8467 354 0,65 495 85160 279.30 113090 2,92

A 055 0.08 =096 148 004 +0.26 023 161 0,02 020 157 +058 +0.49 1028 +26.81 +0.00 +26.81
139 0893 046 723 760 371 3833 4261 333 247 956 3321 461,65 - 4,95 86,45 3.26 - 534 147857 63199 211156 223

RMP1486 M +0.08 0,05 0,08 045 025 +0.05 013 +3.10 0,06 +0.06 +0,01 +0,00 +2936 +31.24 6060
182 119 063 726 7,98 474 4464 3645 1,64 3.16 936 3468 62943 096 530 8414 404 0,51 5,06 998.68 33274 133142 2,87

U +0.04 023 +0.62 +0.09 +0.05 0,04 +021 +0,66 0,20 +0,04 +150 +0.34 +0.71 070 44464  +5.04 39,60

MSC — Massa seca celular - 3HHx — 3-hidroxihexanoato - 3HO — 3-hidroxioctanoato - 3HD — 3-hidroxidecanoato - 3HDd — 3-hidroxidodecanoato - Ram - ramnose - 3HA - 3-
hidroxiacidos - 3HDdA5 - 3-hidroxi-5-dodecenoato - 3HDdAG - 3-hidroxi-6-dodecenoato - Xg - Concentragao celular residual - Xppa - Porcdo celular correspondente a
polihidroxialcanoatos - FN - Fonte de nitrogénio - A - Sulfato de amdnio - N - Nitrato de Sdédio - U - Ureia - pH do meio mineral mais fonte de carbono ap6s 72h: A=7,00 -
N=7,42 - U=7,15 - pH In. - pH inicial - pH fin. - pH final



Anexo A — X1V) Produgéo de ramnolipidios e polihidroxialcanoatos por isolados bacterianos a partir de 6leo de palma (cerca de 9 g/L).
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Polihidroxialcanoatos

Ramnolipidios

MSC  Xr  Xewa pH Composigao PHA (mol%) PHA PHA Composigao RHL {mol%) Concentragao (mg/L) JHA/Ram
Isolados FM (g/L) (g/L) (g/L) In. Fin. 3HB 3HHx 3HO 3HD 3HDdA5 3HDdA6 3HDd (%MSC) (mg/L) 3HHx 3HO 3HD 3HDdA5 3HDdaé 3HDd  3HA Ram RHL  (mol/mol)
215 169 046 7,18 6,30 - 366 27.07 4849 - - 20,78 21,22 45618 031 292 8594 3.84 699 162174 90417 252591 1,70

A 2007 +0.08 0,16 0,09 0,16 #2117 0,02 0,04 1018 0,02 10,10 16,23 2317 2941
157 1,16 041 719 7.69 310 2748 5116 1.47 1,04 15,75 26,14 41175 037 340 8622 3.46 0,14 641 188054 B805.84 2686.39 2,23

LFMB34 N =001 £0.04 016 042 0,01 0,01 £0,22 0,83 +0,01 0,00 £036 0,10 +0.20 0,06 +159.02 +123.94 +282.96
196 137 059 723 8.02 526 37,01 4057 062 0.56 16,00 29,86 585,34 087 457 8221 4,02 0.49 784 1026,82 413,97 144078 2,37

U =004 #0.07 +096 +0.95 +0.87 +0.79 032  +0.06 +0,18 0,00 082 1017 +0.24 022  +1.97  +3527 433,30
165 096 063 718 597 059 394 3009 4633 095 1,44 16,28 41,64 687.08 0,81 293 8130 446 1,44 905 1396,94 832,92 222986 1,60

A =001 0,01 20,01 002 013 0,01 10,05 011 0,26 0,06 0,35 578 149 1,30 £3.29 497,32  £9573 1160
120 116 073 719 747 052 441 3437 4296 038 147 1589 38,60 73147 265 1033 72,00 332 2.06 963 211370 647.67 276137 315

RMP1266 N =004 +0.73 0.04 +043 050 +053 0,00 0,30 1,49 0,12 0,39 +262 10,84 +0.85 #1144  $4223  £6348 421,25
1.8 117 068 723 771 116 543 3885 4495 0,88 1,32 7.41 36,78 68226 528 T7.94 629 6.56 449 1251 134299 337,01 1680,01 3.80

U 013 +0.06 +0.60 +445 +513 40,09 10,14 +10.48 +4.09 0,13 +0.75 +1.83 153 +0.11  +263 497,08 +11.08 486,00
193 1,38 055 718 6.18 - 385 2952 4998 1,48 1,35 13,81 28,56 55128 023 189 8131 6.87 0.66 9.04 155861 56145 2120,06 2,60

A =014 0,04 015 0,20 0,04 0,01 1034 0,72 0,04 0,07 +268 +3.51 0,93 014 1646 10,08 126,54
212 138 073 719 7.23 455 3688 4170 - 1,65 15,18 34,63 73246 239 554 T417 573 3.4 593 170893 51942 222834 315

RMP1315 N =012 +0.04 +0,08 010 0,10 0,08 1,06 +0,03 0,02 £098 110 +017 20,11 7,16 7557  +B82.73
.86 110 0,76 723 7.93 051 474 3382 4354 1,25 1,52 14,63 40,60 785,07 148 411 7498 6.16 257 10,69 134585 44817 179402 2,83

U =008 +0.72 +0.06 +016 +0.67 40,07 0,02 000 +1.51 +0,02 0,02 0,57 10,13 +013  +0.54 +11.20 #1713 45,93
728 524 204 T8 599 - 0,99 836 73058 520 1,80 10,61 28,07 204333 101 838 7239 4862 1.86 1174 160397 44888 2052.85 3.39

A =079 10,31 £231 £10,98 +2.56 2,55  £325 0,04 0,06 0,53 0,07 0,29 0,05 042 #4815 1411 162,26
165 124 041 719 7.76 3.82 3042 4530 1,56 1,88 17,02 2464 40652 067 515 7936 441 0.69 972 153101 73245 226346 2,00

RMP1484 N =020 £0.09 089 1,22 048 1,22 £050 0,51 +0,04 026 403 118 +0.80 42,35 1749 +11285 49536
181 120 061 723 7.60 3.87 2816 5019 1,22 0,38 16,19 33.61 608,26 097 280 8593 3.73 - 6.57 184155 609,19 2450,74 2,87

U =004 0.05 +0.19 0,36  +0.01 +0.54 007 +0.03 0,01 0,04 116 10,52 +0.69 1812 #1511 +33.23
138 1,15 044 718 622 2,88 2621 5381 1,82 0.85 1543 21,71 439,27 - 4,06 7946 559 1,26 963 152215 590,67 211281 242

A 2018 0,06 +0,69 1,13 0,04 0,07 1035 018 10,04 +£1,00 0,08 0,99 011 823 19,07 +0.84
179 135 044 719 761 069 404 3244 4530 1,05 1,10 15,38 2449 43838 090 368 8140 495 0.83 .24 177523 T716.07 249130 2,39

RMP1486 N =001 +0.97 0,08 +044 002 +0,03 0,40 £0,10  +1.40 £0,01 0,03 +£308 112 +1.17 0,83  +0.31  +132.00 +131.69
168 130 038 723 8.13 - 518 2948 4476 1.23 1,46 17,89 22,55 3rg.es 051 531 81,39 422 - 8.57 103186 354,11 138598 2,80

U =006 0.07 +0.18 0,37  +0.03 0,02 #0113  +0.71 0,72 0,35 276 118 +1.21 #1978 #4937 +29.60

MSC — Massa seca celular - 3HB - 3-hidroxibutirato - 3HHx — 3-hidroxihexanoato - 3HO — 3-hidroxioctanoato -

3HD — 3-hidroxidecanoato - 3HDd — 3-hidroxidodecanoato -
Ram - ramnose - 3HA - 3-hidroxiacidos - 3HDdAS - 3-hidroxi-5-dodecenoato - 3HDdA6 - 3-hidroxi-6-dodecenoato - X - Concentragdo celular residual - Xppa - Porgdo
celular correspondente a polihidroxialcanoatos - FN - Fonte de nitrogénio - A - Sulfato de amdnio - N - Nitrato de Sddio - U - Ureia - pH do meio mineral mais fonte de
carbono ap6s 72h: A=7,03 - N=7,22 - U= 7,48 - pH In. - pH inicial - pH fin. - pH final



Anexo A — XV) Produgao de ramnolipidios e polihidroxialcanoatos por isolados bacterianos a partir de 6leo de soja (cerca de 9 g/L).
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Polihidroxialcanoatos

Ramnolipidios

msc Xr Xpua pH Composigao PHA (mol%) PHA PHA Composigao RHL (mol%) Concentragéo (mg/L) JHA/Ram E24
Isolados  FN (g/L) (g/L) (g/L) In. Fin. 3HB 3HHx 3HO 3HD 3HDdA5 3HDda6 3HDd (%MSC) (mg/L) 3HB 3HHx 3HO 3HD 3HDdAS 3HDdaté 3HDd  3HA Ram RHL  {mol/mol) (%)
346 306 040 725 637 044 377 2513 5231 2,07 5.61 10,69 11,69 40447 014 274 8769 3,32 613 883,66 62558 1509.24 1,34 59,50

A 1,05 +0,62 063 +4.07 1659 10,76 +040 +164 +£274 0,19 025 +£1,04 1028 0,32 146,79 +46,79
319 258 061 729 TM - 409 2625 54388 147 470 8.63 19,20 612,48 036 354 87.00 3.24 587 960,22 65835 161857 1,39 63.20

LFME34 N 2111 +0.66 +5,08 185 033 #0683 #1141 442 0,00 0,08 +043 006 +0.63 127,03 +127,03
497 450 047 731 730 209 1711 6217 565 - 12,99 9.39 466,68 025 298 8622 413 0,09 6,35 117313 77093 194406 144 62,20

U +0.11 +0.19 +1.29 #4089  +0.86 +1.74 £1.07 0,02 0,07 +0.50 019 +0.12  +0.09  +10.,56 +10,56
273 201 072 725 598 393 2940 4578 313 10,31 746 2637 719,90 138 304 7772 7.07 4,63 618 832,32 46170 129403 1,70 59,50

A 20,26 +0.07 146 185 +0.08 +047  +0,05 4545 +0.04 0,09 £347 170 0,82 +1.00 +21,16 +21,16
213 136 077 729 T4 416 3268 4544 230 8,16 728 36,20 771,06 108 671 7745 5,89 4,63 431 1823.01 708.23 253124 245 62,20

RMP 1256 N 0,06 0,08 0,20 033 +0.01 +0.04 0,01 +1.29 +0.01 016 +0.74 047 +0.04 042 +92.39 +92,39
263 229 034 731 724 357 2270 5129 3.47 6,58 1241 13,03 342,69 124 807 8213 3.10 - 547 381,80 102886 141065 0,36 51.40

U 0,06 +0.19 #1132 +206  +0.08 +0.39 4024 40,83 +0.30 016 051  +017 +0.23 42568 +25,67
372 29 078 725 599 377 2973 5048 1,96 5,77 831 2095 779,34 047 318 86,73 3.54 0,38 573 94598 41040 1356,38 2,19 59,50

A 20,04 +0.26 1,56 +1.81 019 0,06  +012 4356 0,02 0,08 0,04 018 0,05 +0,18 +2217 22,17
240 180 060 729 7.1 4,03 3160 4867 1,97 7.3 645 2500 600.00 0,09 181 712 7566 5,20 6,13 401 201969 54578 256546 3.53 59,50

RMP1315 N 0,03 +0.18 +1,08 +223  +0.40 +043  +013 1172 0,12 0,04 0,02 071 10,28 +0.11 021 +34.30 +34,31
424 368 056 731 735 268 2059 5805 7.54 - 11,16 13,30 563,92 - 035 311 8434 446 0,37 738 110737 66833 177569 1.57 48,60

U +0.13 +0.13 #1.70 +4.09  +0.93 +1,34 1046 +0.08 011 #0.37  +0.08 +0.05  +0.04 43468 +34,68
413 344 069 725 626 1,79 16,00 7023 3.00 2,23 6,77 16,73 690,95 044 435 8696 295 - 530 47333 21945 692,78 2,06 54,10

A 20,76 +0.77 6,24 911 +0.10 +1.00  +1.00 +4.44 0,03 010 045 013 0,18 +21.13 21,12
27 241 030 729 785 296 2348 5466 8,34 - 10,58 11,23 304,33 043 375 8476 3.88 0.1 710 692,89 28773 980,62 2,29 62,20

RMP1484 N 20,50 +045 077 +263 0.1 +1,57 10,93 0,02 025 065 022 0,15 £0,02 +19,95 +20,13
506 468 038 7.31 722 22T 1941 5594 1,85 248 14,07 742 375,45 036 444 83N 4,52 - 758 512,01 28215 794,16 1,72 59,50

U +1.56 +0.57 #3417 564  +0.18 +0.17 #1573 4146 +0.05 0,02 +0.71  +0.45 +0.23 #4875 +48,75
550 431 119 7.25 619 161 1495 7114 297 1,84 750 2162 118910 198 1120 7756 - 9.28 108,46 108.46 2,70

A 1,51 +0.59 547 765 010 +0.58  +091  +0.99 +0,16 +1.12 +596 7,26 11012 +10,12
265 225 040 729 787 280 2183 5796 8.47 - 8.95 16,20 402,80 041 352 8448 44 0,39 6,81 854,82 33915 119397 2,39 62,20

RMP1486 M 2013 +0.23 245 555 +1.28 +1,58 10,37 0,03 022 +011 018 0,16 +0.01 +37.12 +37,12
494 460 034 731 727 168 1522 6223 272 197 16,20 6.97 344,32 012 378 8431 447 - 7,33 65184 39758 104941 1,55 59,50

U +1.67 +0.01 0,79 #1117  +0.25 #0111 +0.74 4093 0,16 017 0,06 0,03 +0.04  +39.24 +39,24

MSC — Massa seca celular - 3HB - 3-hidroxibutirato -

3HHx — 3-hidroxihexanoato - 3HO — 3-hidroxioctanoato - 3HD — 3-hidroxidecanoato - 3HDd — 3-hidroxidodecanoato

Ram - ramnose - 3HA - 3-hidroxiécidos - 3HDdAS5 - 3-hidroxi-5-dodecenoato - 3HDAAG - 3-hidroxi-6-dodecenoato - E24 - indice de emulsificagdo - Xg - Concentracio
celular residual - Xpya - Porcao celular correspondente a polihidroxialcanoatos - FN - Fonte de nitrogénio - A - Sulfato de amdnio - N - Nitrato de Sodio - U - Ureia - pH do
meio mineral mais fonte de carbono ap6s 72h: A=6,96 - N=7,22 - U=7,52 - pH In. - pH inicial - pH fin. - pH final
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Anexo A — XVI) Producéo de ramnolipidios e polihidroxialcanoatos por isolados bacterianos a partir de 6leo de tungue (cerca de 9 g/L).

Polihidroxialcanoatos R lipidi
MSC Xr Kera pH Composicao PHA Mol% PHA PHA Composicao (mol%) Concentragao (mg/L) 3HA/Ram
Isolados FN {g/L) (afL) (g/L) Inicial _ Final JHHx JHOA3 JHO  3HDA35 JHD JHDdAS 3HDdA6  3HDd  (%MSC) (mg/l) JHHx JHO JHD JHDdAS 3HDdA6  3HDd JHA Ram RHL  {mol/mol)
183 1.71 0,12 727 642 0,82 - 10,60 - 51.22 - - 37.36 6.35 116,22 - 4,73 87.90 - 2,85 4,52 70,75 45,60 116,35 148
A +0,03 1,17 1,70 8,44 8,97 +1.06 +0.60 19,82 14,04 +6,39 +3.91 +4.03 +12,94
114 095 019 7.28 819 314 9,94 16,78 8.49 30,39 12.48 534 1343 16,66 189.88 0.30 2,75 79,98 - 8,88 8,09 58331 27574 85905 1,99
LFM&34 N +0.04 +0.11 +0,39 +0.25 +0,34 +0.05 £3.95 +3.36 .11 +0,12 +0.42 0,38 +0,39 1222 +1,03 +17,90 £11,08 £26.99
1,72 1,54 0,18 731 7.83 3.62 10,12 2568 3.70 33.08 7.16 471 11,93 10,30 176.59 - 237 79.74 - 8,93 8,95 3689.08 23299 62207 157
u 0.1 +0.09 0,10 +5.16 +5.24 +4.99 +1.83 13,51 +0.24 +2.54 +0.03 +0.91 +1.47 0,53 +1.32 £#1310 #1177
22 1,64 057 2 633 3487 9.90 19,92 7.80 29,59 13.35 570 10,08 256,69 567.73 039 3.04 83,53 - 6,24 6,81 91417 37264 128681 232
A +0,01 +0.14 +0,67 +0,81 + 67 +1.08 12,43 +0,18 +0 67 +1,83 +0,05 +0,22 +0 46 0,17 40,12 +1208  +11.08 +0.99
1.01 0,96 0,05 7.28 7.92 2,94 6,67 15,04 713 30.61 7.89 4,63 24,89 543 54,79 - 220 70,90 - 11.30 15,58 4463 2921 73.84 141
RMP1256 N +0.01 +0.16 0,32 +0.66 +0.29 1,15 +1.89 11,38 +1.01 +0.25 +312 +1.16 +1.58 1354 +4.18 +1.01 +5.18
123 1.07 0,16 7.31 T.67 389 11,91 221 7.39 27,05 8,52 5,83 13.15 13.09 161,03 035 1,83 79.88 - 7.79 10,16 503,98 27075 77473 174
u +0,00 +0.23 +0.44 +0.16 +0.31 +0.12 +0,82 +0,02 +0.09 +0.75 +0,01 +0.06 +0.96 +0.00 +1,02 +7.78 +0.00 +7,78
1.46 1.20 0.25 .27 638 21 575 13.02 5.02 48,72 6.40 6,94 11,95 17.29 251,55 1.26 5.61 66,06 4,12 11.83 11,12 210,85 96,90 30775 2,06
A +0.02 +0.09 +0,59 +1,36 +0,35 +2 26 10,30 0,17 +0.23 +1,90 10,27 0,07 +0.25 +0.18 10,11 10,15 +10,16 14,11 +3.94
0,90 0.34 0.05 7.28 8.10 338 6.91 14,08 6.24 28.61 7.99 6,72 26,06 5.81 52,02 1,68 561 72,29 - 447 15,95 87.24 3349 120,73 246
RMP1315 N +0,01 +0.73 +0,04 +0,82 +0,04 +2.30 +0,40 +1.31 +2,05 +0 55 +2,37 +112 +0, 96 +6.33 +3,79 +2 49 +3,02 +5 51
123 1,09 0,14 [l 759 348 8,70 18,97 8,37 28,70 11,13 6,66 13,98 11,66 143 36 - 240 79,30 - 8,82 948 21237 126,83 33920 157
u +0.01 +0.15 +0.05 +0.08 +0.10 +0.17 10,14 +0.14 +0.15 +0.15 +0.09 +0.23 11,02 +0,67 +1017 410,08 0.08
146 142 0.04 727 6,57 257 514 14,12 1,95 39.88 - 549 30,85 2,88 42,03 - - 100,00 - - - 10.13 9.98 20,10 1.05
A +0.06 +0.52 10,27 +0.83 275 +4.33 10,78 241 +0.03 +0.00 +0.39 +4.03 4,42
173 1,60 012 7.28 758 319 10,13 20,60 4.81 31,53 4,62 521 19.91 7.4 123,14 043 2,83 79,55 - 73 9.88 41142 126,18 53761 3.06
RIMP1484 N +0.02 +0,07 0,31 +0.73 +0.11 +2.08 10,24 +1,09 +2.45 +0,29 0,03 +0.26 +0,92 11,36 10,23 +29.65 2,32 131,97
161 1,39 0,22 731 7.50 327 11,37 22,09 5.81 26.82 5,68 574 17.22 13.65 219,73 0.47 248 61,68 - 6,71 8.66 800,65 26429 1084.94 2,65
u +0.06 +0.10 0,38 +0.51 0,22 +1.21 £0.46 1,10 +1.78 +0.41 10,04 +0.03 +0.02 +0.01 0,01 +49.19 +1.01 +48.18
0,68 0,66 0,02 2 6,66 - 3.03 9.14 - 37.32 - 3,24 4726 3.49 231 - - 79,09 - - 2091 16,25 14.25 29,50 0.96
A +0,20 +0,62 +2,01 +8.61 +4 58 +15,82 +0,83 +29.67 +29 57 +8,24 +5,04 +14.28
195 1,72 0,22 7.28 7.64 315 10,68 2117 3.96 32,69 7.38 4.28 16,67 11.34 220,59 0,34 2,64 61,68 - 6.44 8.69 628,55 250,60 879.35 2,36
RMP1436 N +0.19 +0.07 10,44 +0.68 0,15 +0.91 0,34 10,45 214 0,32 0,09 0,11 216 0,76 11,20 +31,98 +8.06 +40,04
2,04 1.80 0.24 7.31 7.61 3.07 10,92 19,49 5.93 29,55 6,68 7.04 17.31 "7 240,02 0.26 2,60 85,26 - 339 8.49 827,96 32134 114930 245
u +0,04 +0.27 +1.51 +2.09 +0.66 +0.25 +0.42 +1.47 +3.74 +0.76 +0,02 +0.10 + 77 +4.80 +0.14 +8514 #2317  +61.96

MSC — Massa seca celular - 3HHx — 3-hidroxihexanoato - 3HO — 3-hidroxioctanoato - 3HD — 3-hidroxidecanoato - 3HDd — 3-hidroxidodecanoato - 3HOA3 - 3-hidroxi-3-
octenoato - 3HDAS - 3-hidroxi-5-decenoato - 3HDdAS - 3-hidroxi-5-dodecenoato - 3HDdAG - 3-hidroxi-6-dodecenoato - X - Concentracdo celular residual - Xppa - Porgéo
celular correspondente a polihidroxialcanoatos - Ram - ramnose - 3HA - 3-hidroxiacidos - FN - Fonte de nitrogénio - A - Sulfato de aménio - N - Nitrato de Sddio - U - Ureia
pH do meio mineral mais fonte de carbono apds 72h: A= 6,94 - N=7,44 - U= 6,97 - pH In. - pH inicial - pH fin. - pH final



