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RESUMO

LOPEZ-CHAVEZ, S. A. Anélise dos efeitos de diferentes limitacbes nutricionais na
producdo de ramnolipidios por Pseudomonas aeruginosa. 2019. 178 f. Dissertagdo
(Mestrado em Biotecnologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo,
Sé&o Paulo, 2019.

O crescimento bacteriano pode prosseguir mesmo na auséncia de determinados
nutrientes, entretanto, nessa condi¢do a composic¢do da célula com rela¢do ao nutriente limitante
varia ao longo do cultivo e pode resultar em alteracdes no metabolismo celular. Neste trabalho,
foram desenhados meios de cultura com diferentes concentragdes de Mg2+, Fes+ e Caz+ com 0
objetivo de aprofundar a compreensdo do efeito de limitagdes nutricionais na producdo de
ramnolipidios (RHL). Os RHL séo biossurfactantes com grande interesse industrial pelas
propriedades tensoativas e emulsificantes que possuem. Foram realizados cultivos em agitador
rotativo com diferentes concentragdes limitantes de MgSOa4.7H20, citrato férrico amoniacal e
CaCl2.2H20, separadamente, para identificar os efeitos que cada limitacdo tem na formacéo de
biomassa, producdo e composicdo de polihidroxialcanoatos (PHAs) e RHLs. Menores
concentragcdes de MgSO4.7H20 (25 e 12,5 mg/L) e CaCl2.2H20 (0,3 mg/L) aumentaram a
producdo de RHL. No entanto, cultivos limitados em Fes+ ndo apresentaram aumento de RHL.
Formularam-se ainda novos meios de cultura combinando os melhores resultados do
experimento anterior, com o objetivo de avaliar os efeitos sinérgicos da limitacdo nos diferentes
nutrientes. O meio de cultura limitado em Mg2+ e Caz+ foi 0 que permitiu a maior producéo de
RHL. Condicdes de cultivo em biorreator para produgédo de RHL foram aprimoradas, aplicando
a aeracdo apenas pela parte superior do tanque, variando na vazéo de ar e diminuindo o uso de
antiespumante. Desta forma, foi possivel atingir uma velocidade maxima de producdo de RHL
(urHL) 56,69 mg/g.h, produtividade global 154,97 mg/L.h e fator de conversdo (Yris) 226,6
mg/g. Adicionalmente, avaliou-se em biorreator o impacto de limitagGes nutricionais (Mg2+ e
Caz2+) do meio de cultivo no crescimento celular e na producdo de PHA e RHL. No entanto,
nesses cultivos observou-se, além das limitaces planejadas, limitagdo em SOa42- que

influenciou na producgéo de RHL.
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ABSTRACT

LOPEZ-CHAVEZ, S. A. Analysis of the effects of different nutritional limitations on the
production of rhamnolipids by Pseudomonas aeruginosa. 2019. 178 p. Master thesis
(Biotechnology) — Instituto de Ciéncias Biomedicas, Universidade de Sdo Paulo, S&o Paulo,
20109.

Bacterial growth may continue even in the absence of certain nutrients, however, in this
condition the cell composition in relation to the limiting nutrient varies throughout the culture
period and can result in changes of cell metabolism. In this study, culture media with different
concentrations of Mge+, Fes+ and Caz+ were designed to expand the understanding of nutritional
limitation effect on the production of rhamnolipids (RHL). RHL are biosurfactants with
industrial interest because of their surface active and emulsifying properties. Cultures were
performed in shake flasks with different limiting concentrations of MgSO4.7H20, ammonia
ferric citrate and CaCl2.2H20, separately, to identify the effects of each nutritional limitation
on biomass formation, production and composition of poly(3-hydroxyalkanoates) (PHA) and
RHL. Lower concentrations of MgS04.7H20 (25 and 12.5 mg/L) and CaCl2.2H20 (0.3 mg/L)
increased RHL production. However, Fes+ limited cultures showed no increase on RHL
production. New cultures media were formulated combining the best results in the previous
experiment to evaluate the synergistic effects of the different nutrients limitation. The culture
medium limited in Mg2+ and Caz+ allowed the higher RHL production. The conditions of
bioreactor cultures for RHL production were improved, applying the aeration only by the upper
part of the bioreactor, changing the air flow and reducing the use of antifoam. Thus, it was
possible to reach a maximum RHL production rate (urHL) 56.69 mg/g.h, global productivity
154.97 mg/L.h and yield (Yr/s) 226.6 mg/g. Additionally, the impact of nutritional limitations
(Mg2+ and Caz+) on cell growth, PHA and RHL production was evaluated in bioreactor.
However, in these cultures, besides the planned limitations on culture media, a SO42- limitation

also influenced the production of RHL.

Keywords: Biosurfactants; Rhamnolipids; Pseudomonas aeruginosa; microbial metabolism;

nutrient limitation.



1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Os biossurfactantes sdo compostos anfifilicos produzidos por microrganismos. Possuem
uma porc¢do hidrofilica e uma hidrofébica, que provocam a reducdo da tensdo superficial nas
interfaces liquido/ar ou liquido/liquido. Entre os diferentes tipos de biossurfactantes, os
ramnolipidios (RHL, da sigla em inglés de rhamnolipid) pertencem ao grupo dos glicolipidios,
produzidos, principalmente, pela bactéria Pseudomonas aeruginosa (VIJAYAKUMAR;
SARAVANAN, 2015).

Nas ultimas décadas, os estudos desenvolvidos com RHLs tém revelado diversas
aplicacBes para estes compostos. Os RHLs tém propriedades emulsificantes para a extracdo de
petrleo em solos contaminados e facilitar a biorremediagdo (COSTA et al., 2010), tém
capacidade antimicrobiana, além de possuir baixa toxicidade para aplicacdes farmacéuticas e
terapéuticas (MAGALHAES; NITSCHKE, 2013). A indstria da beleza e salde tem interesse
nos RHLs para tratamentos dérmicos (PILJAC; PILJAC, 2007) e criacdo de cosméticos. Na
producdo de detergentes e produtos de limpeza, os RHLs sdo bem valorizados, assim como no
setor agricola (VATSA et al., 2010; SACHDEV; CAMEQOTRA, 2013).

O crescente interesse por produtos “verdes”, ambientalmente amigaveis e produzidos
de fontes renovaveis tem expandindo o mercado dos RHLs. Entretanto, 0 maior desafio na
comercializagdo destes e outros biossurfactantes é o custo de produgdo. Diferentes estudos
relacionados a producdo de ramnolipidios tém sido desenvolvidos (RAHMAN et al., 2002;
STRELEC, 2006; PEIXOTO DE MELO, 2008; ALMEIDA, 2011; GONG; PENG; WANG,
2015; FUNSTON et al., 2016; GUDINA et al., 2016), mas seu amplo uso ainda requer
importantes avangos para reduzir custos. Na producdo de biossurfactantes, a extracdo e
purificacdo representam entre 70% e 80% de todos os custos de producdo (RANDHAWA,;
RAHMAN, 2014), para aplicacGes que requerem maior grau de pureza. A instabilidade do
preco de producdo, devido a diferenca da demanda e oferta, sdo restricbes chaves para o
desenvolvimento do mercado (SEN, 2010).

Portanto, para chegar a serem concorrentes dos surfactantes convencionais, é essencial
considerar alguns aspectos principais, entre eles estdo: o uso de linhagens aptas, ou seja, estirpes
recombinantes ou ndo, ndo patogénicas e tolerantes as condi¢cdes do bioprocesso (HONNA,
2013; TAVARES et al.,, 2013; ELSHIKH et al.,, 2017). Outro aspecto importante é o
aproveitamento de matéria-prima barata, como mecanismo para isto pode-se reaproveitar

subprodutos de outros processos, como o bagaco de cana, o glicerol, o 6leo de cozinha, entre



outros (SADOUK; HACENE; TAZEROUTI, 2008; BRUMANO; SOLER; DA SILVA, 2016).
E finalmente, o desenvolvimento de melhores e mais eficientes tecnologias de producéo e a
otimizag&o do bioprocesso ajustando as condigdes do cultivo (GUERRA-SANTOS; KAPPELI,
FIECHTER, 1984, 1986; CHAYABUTRA; WU; JU, 2001). A sinergia desses fatores permitira
que a producdo de RHL seja interessante do ponto de vista econdmico. Deste modo, o presente
trabalho aprofundara nos estudos para melhoramento do bioprocesso para producdo de RHL.

A diminuicdo da taxa de crescimento celular depende da producdo de compostos
nocivos do proprio metabolismo bacteriano e da disponibilidade restrita de alguns nutrientes,
como a fonte de carbono, a fonte de nitrogénio, ou algum macro- ou micronutriente limitante
(Mg2+, Fes+, Caz+, SO42-, POu3-, K+). A restricdo de nutrientes levara a desaceleracéo da fase de
crescimento, permitindo a adaptacdo das células a diminuicdo da disponibilidade extracelular
do nutriente e a utilizacdo das reservas intracelulares do nutriente esgotado (MASON; EGLI,
1993). Nestas condicOes, celulas de diferentes composi¢cdes com relacdo a esses nutrientes
limitados podem ser produzidas e provocar modifica¢Ges estruturais ou funcionais, por sua vez,
causando diferentes capacidades metabdlicas.

A producdo de RHL acontece, geralmente, sob o esgotamento da fonte de nitrogénio ou
de algum outro nutriente necessario para o crescimento celular (GUERRA-SANTOS;
KAPPELI; FIECHTER, 1984, 1986; CHAYABUTRA; WU; JU, 2001; BAZIRE et al., 2005;
GLICK et al., 2010; SCHMIDBERGER et al., 2014; KOSARIC; VARDAR-SUKAN, 2015).
Vaérios estudos tém buscado aperfeicoar a producdo de biossurfactantes alterando varidveis do
processo (GUERRA-SANTOS; KAPPELI; FIECHTER, 1984, 1986; CHAYABUTRA; WU;
JU, 2001; CHEN et al., 2007; PEIXOTO DE MELO, 2008; ALMEIDA, 2011; SHA; MENG,;
JIANG, 2012; HONNA, 2013; GONG; PENG; WANG, 2015).

Uma medida importante é selecionar e otimizar as condi¢es de cultura e os
componentes criticos do meio de cultura para aumentar a producdo de RHL. Por exemplo,
considerar a natureza das fontes de carbono e nitrogénio ou as concentragdes de PO43-, SOa42-,
Mg2+, K+, Caz+ e Fe2+ no meio de cultura; da mesma forma, melhorar as condi¢des operacionais
do cultivo como pH, temperatura, aeragdo e agitagdo que influenciam a producéo e rendimento
do RHL em P. aeruginosa (GUERRA-SANTOS; KAPPELI; FIECHTER, 1986;
CHAYABUTRA; WU; JU, 2001; CHEN; WEI; CHANG, 2007; KASKATEPE; YILDIZ,
2016).

Este trabalho teve como principal objetivo aprofundar na avaliacdo do efeito de
diferentes limitagcBes nutricionais na producdo de RHL. Diferentes concentragdes de

MgSO4.7H20, citrato férrico amoniacal e CaCl2.2H20 foram avaliadas no meio de cultura em



cultivos em agitador rotativo e em biorreator para formacdo de biomassa, polihidroxialcanoatos
(PHASs) e RHLs. Aléem disso, modificacBes nas condi¢bes de cultivo em biorreator foram

avaliadas e melhoradas para aumentar o rendimento do bioprocesso de producéo de RHL.



6. CONCLUSOES

Neste estudo foi possivel obter as seguintes conclusdes:

O Mg2+ € um micronutriente essencial para que varios dos processos fisioldgicos e
metabdlicos microbianos acontecam com eficacia, como formacdo de biomassa e
biossintese de PHA e de RHL (3HAA e ramnose). O fornecimento de baixas
concentragdes de MgSO4.7H20 no meio de cultura foram ideais para aumentar a
producdo de RHL, em particular os 3HAAs.

O enxofre (SO42-) € um macronutriente essencial para as bactérias. Em condicdes de
limitacdo de SOa42- 0 crescimento celular, assim como a producdo de metabolitos
secundarios como PHA e RHL (3HAA e ramnose) vém-se comprometidos. O
fornecimento de enxofre em adequadas concentracdes € necessario para a formacéao de
biomassa, o qual interferira no desempenho da biossintese de PHA e RHL (3HAA e
ramnose).

Os ions de Caz+ ndo sdo essenciais para a formacgdo de biomassa, nem para biossintese
de PHA nem de RHL (3HAA e ramnose). Porém fornecimento de baixas concentracfes
de CaCl2.2H20 no meio de cultura foram ideais para aumentar a producéo de RHL, em
particular os 3HAAs.

O Fes+ ndo é um nutriente essencial nem para crescimento celular de P. aeruginosa
LFM634, nem para a biossintese de PHA nem de RHL (3HAA e ramnose). Nao
obstante, é necessario o fornecimento de concentracfes adequadas de Fes+, j& que as
proteinas dependentes de ferro tém uma funcéo importante no crescimento celular e nos
mecanismos de defesa contra estresse oxidativo.

Combinando limitacGes nutricionais de MgSOa4.7H20 e CaCl2.2H20 no meio de cultura
foi possivel aumentar a producdo de 3HAA e ramnose do RHL. O fornecimento de
citrato férrico amoniacal torna-se de menor relevancia para intensificar essa producéo.
Na biossintese de ramnose, nenhuma das limitagdes nutricionais avaliadas parece
interferir, porém sdo necessarias concentracdes apropriadas de Mg+ e de SOa42- para a
biossintese de ramnose ndo apresentar nenhuma limitagdo por esgotamento desses
nutrientes.

P. aeruginosa LFM634 possui a maquinaria genética para responder as condi¢des de

estresse na limitacdo de oxigénio. Em resposta a limitacdo utiliza diferentes mecanismos



microbianos como desnitrificacdo de NOs., fermentacdo de piruvato e producdo de
piocianina.

Apesar da aeracdo superficial ter provocado maior limitagdo de oxigénio durante os
cultivos em biorreator, essa condicdo de cultivo foi mais apropriada para um maior
rendimento da produgdo de RHL, do que com aeracdo por borbulhamento que leva a
formacdo intensa de espuma.

O melhoramento das condi¢Ges de cultivo com a aeracdo pela parte superior do
biorreator, a variacdo da vazdo de aeracdo durante o cultivo e a adicdo minima de
antiespumante permitiram obter resultados importantes no cultivo BREZ03 com prHL
56,69 mg/g.h, produtividade global 154,97 mg/L.h e YrHuali 226,6 mg/g.

As variacOes nas condicdes de cultivo em biorreator (aeracdo, vazao, antiespumante)
ndo influenciaram a composicéo dos 3HAAs. Porém, as variacdes no meio de cultura
com limitacbes em Mg2+, Caz+ e SOa42- levaram a mais alteragdes na composicao dos
3HAAs do que a variacdo das condicGes de cultivo ou o tipo da fonte de nitrogénio.
Mudancgas das condicGes de cultivo em biorreator (tipo de aeracéo e vazao) assim como
mudangas na composic¢do do meio de cultura (limitagdes nutricionais Mg+, Caz+ e SOa42,
e fonte de nitrogénio) levam a modificagdes na composicéo de PHA.

N&o foi possivel estabelecer verdadeiros periodos em estado pseudo-estacionario
adequados para analise de fluxos metabdlicos em cultivos de producdo de RHL,
limitados em oxigénio. A producéo e reconsumo de &cidos organicos durante o cultivo

torna o metabolismo muito complexo.
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