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RESUMO

PROJETO DE CURSO

TITULO: CARACTERIZACAO ESTRUTURAL E FISICO-QUIMICA DOS
BIOSSURFACTANTES PRODUZIDOS POR UMA CEPA DE BURKHOLDERIA
KURURIENSIS OBITIDA POR ENGENHARIA METABOLICA.

ALUNO: Danielly Chagas de Oliveira Mariano

ORIENTADORES: Denise Maria Guimaraes Freire

Bianca Cruz Neves

Biossurfactantes sao moléculas anfipaticas, ou seja, possuem carater hidrofébico
e hidrofilico. Por apresentarem este comportamento, podem diminuir a tensdo
superficial e interfacial, além de formarem emulsGes. Substratos oriundos de fontes
renovaveis apresentam-se como alternativas enconomicamente e ecologicamente
interessantes para a producdo destes compostos. Neste trabalho foi utilizado um
hospedeiro heterélogo, B. kururiensis KP23", a cepa LMM21, contendo genes oriundos
de P. aeruginosa PAO1 responsaveis pela producdo de mono-raminolipideos. Este
biossurfactantes, produzidos em meio de cultivo (MSP) utilizando como fonte de
carbono o glicerol foram caracterizados fisico-quimica e estruturalmente. Além disso,
foram empregados diferentes 6leos como fontes de carbono ao meio de cultivo (MSP),

visando observar a producdo de biossurfactantes em funcéo dos substratos utilizados.




1. INTRODUCAO

O petréleo é um composto derivado de matéria organica de origem bioldgica.
Quimicamente, o petroleo apresenta milhares de compostos, sendo que dentre os principais
componentes estdo os hidrocarbonetos, que sdo hidrofébicos, como n-alcanos, aromaticos,
resinas e asfaltenos (Rahman et al., 2003). Como a sociedade evoluiu em uma velocidade
exponencial, principalmente apds o inicio do século XX, o uso do petrdleo como matriz
energética em outras areas industriais cresceu em proporcdo semelhante. Consequentemente,
alguns acidentes ambientais envolvendo vazamento de petréleo e seus derivados tornaram-se
cada vez maiores e mais comuns.

Neste ambiente, para aceleracdo dos recursos de biodegradacdo em ambientes
contaminados, como alternativa, sdo utilizadas técnicas de biorremediacdo. Uma delas é a
aplicacdo de fosforo e nitrogénio, ajustando-se o pH e o teor de 4gua, normalmente também
sdo adicionadas bactérias. Dentre estes microorganismos, alguns possuem a capacidade
enziméatica de degradar hidrocarbonetos de petroleo. Estes microorganismos utilizam o
petréleo como fonte de carbono resultando na quebra das moléculas em outros compostos de
menor massa molecular (Zhang et al., 2005). Além disso, quando os poluentes tem baixa
solubilidade em &gua, sdo adicionados emulsificantes e agentes tenso-ativos para aumentar a
disponibilidade da fonte de carbono poluente (Calvo et al., 2008). A biodegradacdo é
realizada pela diversidade de microorganismos presentes no local.

Surfactantes sdo moléculas anfipaticas constituidas por um grupo hidrofilico e outro
hidrofobico que se acumulam em interfaces, diminuindo a tensdo interfacial e formando
estruturas agregadas conhecidas como micelas (Figura 1). Inseridos na classe de surfactantes,
temos o0s biossurfactantes que sdo surfactantes produzidos por bactérias e fungos.
Comparados aos surfactantes sintéticos, os biossurfactantes possuem algumas caracteristicas
proprias, como um ou mais grupos funcionais e centros quirais, alta degradabilidade, baixa
toxicidade, alta atividade surfactante, atividade bioldgica, baixa sensibilidade a condicdes

extremas de pH, salinidade e temperatura (Kitamoto et al., 2002).



Figura 1. Estruturas moleculares propostas para diversos tipos de formacdo de micelas. Modificado de
Sharma et al., 2012.

Por suas propriedades, estes compostos possuem diversas aplicacdes em varios setores
industriais e ambientais, como por exemplo, o auxilio na determinacdo da consisténcia e
textura dos alimentos, a dispersao de fases em determinados produtos, a remocdo de metais
pesados e a remediacdo de compostos organicos hidrofobicos em solos contaminados .

Um exemplo de um grupo de biossurfactantes que tem sido estudado extensivamente
sdo os raminolipideos, majoritariamente produzidos pela Pseudomonas aeruginosa. Uma de
suas principais caracteristicas € a reducao da tensdo superficial, como por exemplo, temos a
reducdo da tenséo superficial da 4gua, que cai de 72 mN/m para valores entre 25 e 35 mN/m.

Por outro lado, um dos fatores que também contribuem positivamente para trabalhos
envolvendo metabdlitos produzidos pela P. aeruginosa é o fato de que o sequenciamento do
seu genoma esta disponivel, facilitando a manipulagéo genética e o emprego de tecnologias de
biologia molecular. Além do conhecimento do genoma de P. aeruginosa, a via biossintética
do raminolipidio é bem estabelecida (Figura 2). Tal fato, nos influenciou diretamente na

escolha deste microorganismo para otimizacao da produgéo de biossurfactantes.
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Figura 2. Via biossintética dos raminolipideos em P. aeruginosa. Extraido de Soberdn-Chavez et al.,
2005. As elipses em azul indicam as duas enzimas (RhlA e RhIB) empregadas na engenharia metabdlica da B.
kururiensis LMM21.

O processo biossintético dos raminolipideos apresentado na Figura 2, demonstra as
ligagbes metabdlicas com outros numerosos produtos de sintese bacterianos, que dependem
de outras vias centrais do metabolismo, como as vias biossintéticas dos acidos graxos e dos
acucares. A figura apresenta também etapas em comum com as vias biossintéticas dos poli-
hidroxi-alcanoatos (PHAS, outros compostos de interesse biotecnoldgico) e de estruturas da
superficie celular como lipopolissacarideos e alginato. Como pode ser observado, 0s
raminolipideos sdo produzidos por duas rea¢fes sequenciais. A primeira reacdo € catalisada
por um complexo enziméatico denominado raminosil-transferase 1 (Rtl), codificada pelo

operon rhlAB e utiliza dTDP-L-raminose e precursores de acido B-hidroxi-decandico, gerando



monoraminolipideos. Juntamente com dTDP-L-raminose, os monoraminolipideos, substratos
da raminosil-transferase 2 (Rt2), sdo codificados pelo gene rhlC. A enzima RhIG é
responsavel pelo deslocamento de componentes da fraco lipidica dos raminolipideos, a partir
da via biossintética dos acidos graxos em direcdo a via biossintética dos raminolipideos. A
segunda reacdo e controlada pelo operon rmIBDAC que codifica as enzimas envolvidas da
sintese de dTDP-L-raminose (Soberdon-Chavez et al., 2005).

Outra cepa recentemente conhecida e que foi usada neste trabalho é a Burkholderia
kururiensis, que € uma bactéria ndo patogénica de vida livre. Esta bactéria foi isolada de
ambientes aquiferos poluidos com tricloroetileno no Japdo (Zang et al., 2000). Em 2001, foi
revelada a sua capacidade de fixar nitrogénio a partir de diferentes fontes em condicdes de
baixa aeracdo, caracteristicas ainda ndo detectadas em outras espécies de Burkholderia
(Estrada-De Los Santos et al., 2001). Esta bactéria diazotréfica endofitica foi
semelhantemente isolada de cultivares de arroz inundado (Rodrigues, 2003). Além da fixacao
de nitrogénio também foi descoberto que tal cepa também apresenta uma producéao
substancial de raminolipideos.

A ideia do nosso grupo foi empregar a B. kururiensis como um hospedeiro heterélogo,
0 que se mostrou promissor, ja que os géneros Pseudomonas e Burkholderia apresentam uma
proximidade filogenética entre elas. Estudos demonstraram que dentro do género
Pseudomonas haviam organismos distintos dos demais, e sendo dessa forma, esses
organismos foram abrigados como um novo género: Burkholderia (Gillis et al., 1995). Por ser
uma bactéria de vida livre a Burkholderia kururiensis ndo apresenta qualquer marca de
viruléncia, o que confere mais uma vantagem com relacdo ao uso da Pseudomonas
aeruginosa.

A reestruturacdo do metabolismo celular através de manipulacdo genética foi a
estratégia empregada pelo grupo, onde foi gerado uma nova linhagem bacteriana, a
Burkholderia kururiensis LMM21. Nesta linhagem foi remodelada parte da via metabdlica
envolvida na biossintese dos raminolipideos. Especificamente, realizamos a superexpressao
do complexo enzimatico RhIAB da biossintese de raminolipideos, que resultou em uma
produtividade de raminolipideos substancialmente maior (50-100%), quando comparadas as
amostras selvagens. Esta linhagem geneticamente modificada nos proporciona maior
eficiéncia e produtividade aliadas a um menor custo, aos processos de obtencdo da
glicomolécula em larga escala. A engenharia metabdlica tem sido de grande utilidade no
desvio de fluxos metabdlicos, visando a producéo em larga escala de produtos de interesse em

biotecnologia, que é a estratégia proposta neste projeto.



Paralelamente, o emprego de hospedeiros heterélogos ndo-patogénicos para a
expressdo dos genes de P. aeruginosa envolvidos na biossintese de raminolipideos representa
um importante resultado desta proposta de trabalho. O manuseio de microorganismos nao-
patogénicos no ambiente laboratorial/industrial constitui uma situacdo ideal e perfeitamente
viavel, pois além de reduzir a periculosidade de manipulacdo, também visa aumentar
significativamente a sua produtividade na ordem de 100 a 200%, quando comparada as cepas
originais ndo modificadas geneticamente.

Portanto, o desafio deste projeto consiste na otimizacdo da producdo dos
biossurfactante obtidos e na caracterizacdo dessas novas moléculas produzidas pela B.

kururiensis LMM21, oriunda da manipulacéo genética dos genes rhlA e rhiB.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

O petréleo € um composto derivado de matéria organica de origem biologica. Durante
0 processo de formacdo, o petréleo encontra-se disperso, onde é acumulado por migracdo em
rochas reservatérios formando os pogos de petroleo (Speers e Whithehead, 1969) (Figura 3).
Devido as condicdes fisicas e quimicas que o 6leo sofreu em sua geracdo e armazenamento,
cada 6leo apresenta caracteristicas peculiares oriundas da sua formagéo, como por exemplo, a

cor, que pode variar de castanho a negro, a densidade e a composicao.
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Figura 3. Distribui¢do dos sistemas petroliferos com maiores reservas de petrdleo (incluindo-se aguas profundas

e ultraprofundas). Extraido de Gamboa et al,, 2000.

Quimicamente, o petroleo apresenta milhares de compostos, sendo que dentre 0s
principais componentes estdo os hidrocarbonetos, que séo hidrofébicos, como os n-alcanos, 0s

aromaticos, as resinas e os asfaltenos (Rahman et al., 2003).

Como a sociedade evoluiu em seu crescimento exponencialmente ap6s o inicio do
século XX o uso do petr6leo como matriz energética e em outras areas industriais cresceu em

propor¢do semelhante. Assim acidentes ambientais envolvendo vazamento de petrdleo e seus



derivados tornaram-se cada vez maiores e mais frequentes. Com isso centenas de acidentes

ambientais marcaram tanto a sociedade como a flora e a fauna.

Dentre estes acidentes ambientais um dos que marcaram foi o desastre que derramou
cerca de 700 milhGes de litros de petréleo no Golfo do México, nos Estados Unidos, em 2010,
por exemplo (Figura 4). A tragédia comecou com uma explosdo na plataforma Deepwater
Horizon da empresa British Petroleum (BP) e provocou um vazamento que se estendeu por
quase duas semanas, e causou a maior fatalidade ecoldgica da histéria dos Estados Unidos.
(Jornal do Meio Ambiente, 2011).

Figura 4. Acidente causado pela British Petroleum. Tentativa de contencdo do dleo.

http://www.nrfacil.com.br/blog/?p=3661

Outro desastre marcante foi em novembro de 2002, no qual o petroleiro grego Prestige
naufragou na costa da Espanha, despejando 11 milhdes de litros de 6leo no litoral da Galicia.
A residuo afetou 700 praias e matou mais de 20 mil aves. Em comparagdo com o Exxon
Valdez, a quantidade de 6leo derramado foi menor e a biodegradacédo do produto foi facilitada
pelas temperaturas mais altas. Nos meses seguintes ao desastre, o submarino-robd Nautile
soldou o navio afundado a 3 600 metros de profundidade para reduzir o vazamento.

Em 1991, o ditador iraquiano Saddam Hussein ordenou a destrui¢do de cerca de 700
pocos de petroleo no pais. Mais de 1 milh&o de litros de 6leo foram lancados no golfo Pérsico
ou queimados. A fumaca dos pogos bloqueou a luz solar e a fuligem no ar causou problemas


http://www.nrfacil.com.br/blog/?p=3661
http://nrfacil.com.br/blog/wp-content/uploads/2011/09/bp-transocean-deepwater-horizon.jpg

respiratorios & populacio e ao menos mil pessoas morreram. A mancha viscosa de 1500 km?
matou 25 mil aves e sujou 600 quilébmetros da costa. Além disso, o petréleo se infiltrou no
solo prejudicando a germinacdo das sementes, 40% da agua subterranea foi contaminada e a

terra reduziu a capacidade de infiltracdo da agua.

Em marco de 1989, o petroleiro Exxon Valdez colidiu com rochas submersas na costa
do Alasca e deu inicio ao mais danoso derramamento de 6leo por um navio. O saldo do
despejo de 40 milhdes de litros de dleo incluiu 100 mil aves mortas e 2 mil quilémetros de
praias contaminadas. O problema se agravou porque, no frio, o éleo demora para se tornar
sollvel e ser consumido por microorganismos maritimos a biodegradacao ocorre com eficacia
apenas a partir dos 15 °C. Apesar da limpeza, que mobilizou 10 mil pessoas, cerca de 2% do

petroleo ainda continuam poluindo a costa da regido.

Esta poluicdo ambiental causada por liberacdo de hidrocarbonetos apresenta grandes
riscos ao ecossistema e 0s tratamentos convencionais para remocdo do Oleo, como por
exemplo, adsor¢do por materiais, contengdo e recolhimento atraves de barreiras flutuantes ndo
fazem a degradacdo do O6leo derramado, por isso, € necessario utilizar técnicas de

biorremediacéo para que a degradacdo do material seja feita.

2.1. BIORREMEDIACAO

A biorremediacdo € um processo que envolve a aceleracdo dos recursos naturais de
biodegradacdo em ambientes contaminados. Este processo geralmente abrange aplicacdo de
fosforo e nitrogénio, ajustando-se o pH e o teor de &gua, normalmente também séo
adicionadas bactérias. Além disso, quando os poluentes tem baixa solubilidade em agua séo
acrescentados emulsificantes e agentes tenso-ativos para aumentar a disponibilidade da fonte

de carbono poluente (Calvo et al., 2008).

A biodegradacéo ¢ realizada pela diversidade de microorganismos presentes no local,
e nestes processos sdo adicionados tensoativos, como por exemplo, os surfactantes, pois estes
viabilizam os compostos hidrofobicos para a conversdo microbiana aumentando a taxa de

biodegradacdo (Urum et al., 2004).

Alguns microorganismos possuem a capacidade enzimatica de degradar

hidrocarbonetos de petroleo. Estes microorganismos utilizam o petréleo como fonte de



carbono resultando na quebra das moléculas em outros compostos de menor massa molecular
(Zhang et al., 2005). Portanto alguns microorganismos possuem a capacidade de degradar
alcanos, outros decompdem aromaticos e ainda ha outros que degradam tanto alcanos quanto
aromaticos. Além disso, 0s proprios microorganismos utilizam varias estratégias para
melhorar a disponibilidade desses poluentes hidrofobicos, tais como formacéo de biofilme e a

producdo de biossurfactante (Bognolo, 1999; Christofi e Ivshina, 2002).

Nesse sentido, o crescimento de microorganismos sobre hidrocarbonetos de petroleo
tem sido muitas vezes relacionado com a sua capacidade de producédo de biossurfactantes, que
pode ser biopolimeros de baixo peso molecular, tais como glicolipideos (Guerra-Santos et al,
1986;. Rosenberg e Ron, 1999) e lipopeptideo (Javaheri et al, 1985;. Wilkinson e Galbraith,
1975) ou polimeros de elevado peso molecular, tais como Emulsan (Zuckerberg et al., 1979),
Alasan (Navon-Venezia et al., 1995) ou Biodispersan (Rosenberg et al., 1988).

A primeira descricio de uma aplicacdo biotecnolégica de bioemulsionantes em
processos de biorremediacdo hidrocarbonetos foi relatado por Itoh e Suzuki (1972). Eles
mostraram que um raminolipido produzido por uma estirpe de Pseudomonas aeruginosa
estimulou o crescimento deste microorganismo quando cultivada em meios de cultura
contendo hidrocarbonetos. Resultados semelhantes tém sido descritos para 0s
microrganismos, tais como Corynebacterium (MacDonald et ai., 1981) Candida (Kawashima
et al., 1983) ou Rhodococcus (Martin et al., 1991).

2.2. SURFACTANTES

Os surfactantes sao moléculas anfipaticas constituidas de uma porc¢do hidrofdbica e
uma porcdo hidrofilica (Figura 5). A porcdo apolar é frequentemente uma cadeia
hidrocarbonada enquanto a por¢éo polar pode ser i6nica (anidnica ou catidnica), ndo-idnica ou
anfotérica (Desai e Banat, 1997). Alguns exemplos de surfactantes ionicos utilizados
comercialmente incluem ésteres sulfatados ou sulfatos de acidos graxos (aniénicos) e sais de

amonio quaternario (cationico).
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Figura 5. Estrutura molecular de um exemplo de surfactante, onde parte apresenta estrutura hidrofobica

e parte apresenta estrutura hidrofilica.

Em funcdo da presencga de grupos hidrofilicos e hidrofébicos na mesma molécula, os
surfactantes tendem a se distribuir nas interfaces entre fases fluidas com diferentes graus de
polaridade (Gleo/agua e agua/éleo). A formacdo de um filme molecular, ordenado nas
interfaces, reduz a tensdo interfacial e superficial, sendo responsavel pelas propriedades
Unicas dos surfactantes. Estas propriedades fazem os surfactantes serem adequados para uma
ampla gama de aplicaces industriais envolvendo: detergéncia, emulsificacdo, lubrificacéo,
capacidade espumante, capacidade molhante, solubilizacdo e dispersdo de fases. A maior
utilizacdo dos surfactantes concentra-se na inddstria de produtos de limpeza (sables e
detergentes), de petroleo, de cosméticos e de produtos de higiene (Tabela 1).

A grande maioria dos surfactantes disponiveis comercialmente é sintetizada a partir de
derivados de petroleo. Entretanto, o crescimento da preocupacdo ambiental entre o0s
consumidores, combinado com novas legislagdes de controle do meio ambiente levaram a

procura por surfactantes naturais como alternativa aos produtos existentes.
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Tabela 1. Aplicacdes variadas dos surfactantes em alguns setores industriais. Extraido de Nitschke &

Pastore, 2002.

Fungbes

Campos de aplicagio

Emulsionantes e dispersantes

Solubilizantes

Agentes molhantes e penetrantes
Detergentes

Agentes espumantes

Agentes espessantes
Seqliestrantes de metais

Formadores de vesiculas

Fator de crescimento microbiano
Demulsificantes

Redutores de viscosidade
Dispersantes
Fungicida

Agente de recuperagio

Cosméticos, tintas,
biorremediagio, oOleos,
alimentos

Produtos farmacéuticos e de
higiene

Produtos farmacéuticos, téxtels
e tintas

Produtos de limpeza,
agricultura

Produtos de higiene,
cosméticos e flotagho de
minénos

Tintas e alimentos
Mineragio

Cosméticos e sistemas de
liberagio de drogas
Tratamento de residuos oleosos
Tratamento de residuos,
recuperagio de petroleo
Transporte em tubulacies,
cleodutos

Misturas carvio-agua,
calcdreo-dgua

Controle biolagico de
fitopatogenos

Recuperacio tercidria de
petroleo (MEQR)

2.3. BIOSSURFACTANTES E OS RAMINOLIPIDEOS

Os biossurfactantes séo tensoativos produzidos por organismos vivos ou derivados de

origem bioldgica. Estas moléculas compdem uma das principais classes de surfactantes

naturais, sendo classificados de acordo com a sua composicdo quimica e sua origem

microbiana. As principais classes incluem glicolipideos, lipopeptideos,

lipoproteinas,

fosfolipideos, acidos graxos, surfactantes poliméricos e surfactantes particulados (Desai,

1993) (Tabela 2).



Tabela 2. Listagem de biossurfactantes principais e seus respectivos microorganismos produtores.

Extraido de Nitschke & Pastore, 2002.

Tipo de Biossurfactante

Microrganismo

Glicolipidios
- ramnolipidios
- soforolipidios
- trehalolipidios

Lipopeptidios e lipoproteinas

- Peptidio-lipidio

- Viscosina

- Serrawetina

- Surfactina

- Subtilisina

- Gramicidina

- Polimixina
Acidos graxos, lip{dios neutros
e fosfolipidios

- Acidos graxos

- Lipidios neutros

- Fosfolipidios
Surfactantes poliméricos

- emulsan

- biodispersan

- liposan

- carboidrato-lipidio-proteina

- manana-lipidio-proteina
Surfactantes particulados

- vesiculas

- células

Pseudomonas aeruginosa
Torulopsis bombicola, T. apicola
Rhodococcus erythropolis,
Mycobacterium sp.

Bacillus licheniformis
Pseudomonas fluorescens
Serratia marcescens
Bacillus subtilis

Bacillus subtilis

Bacillus brevis

Bacillus polymyxa

Corynebacterium lepus
Nocardia erythropolis
Thiobacillus thiooxidans

Acinetobacter calcoaceticus
Acinetobacter calcoaceticus
Candida lipolytica
Pseudomonas fluorescens
Candida tropicalis

Acinetobacter calcoaceticus
Vianas bactérias

Os biosurfactantes sdo empregados em diversas areas da industria, que vao desde a
indUstria petroleira, no controle e retengdo de possiveis derramamentos de dleo, a industria
alimenticia, farmacéutica e cosmética, agricultura e também em processos de biorremediacao
(Nitschke & Pastore, 2002). Na industria petroleira os biossurfactantes sdo utilizados na
producdo de petroleo ou incorporados nas formulacdes de oOleos lubrificantes (Van Dyke, et
al, 1991), sendo utilizados, por exemplo, para recuperacdo melhorada de petréleo (MEOR), a
qual é uma técnica que consiste em fazer um recuperacdo terciaria do petroleo utilizando

microorganismos ou seus metabdlitos para a recuperacdo de 6leo residual. Neste caso o



13

biossurfactante reduz a tensdo superficial Oleo-rocha, reduzindo as forcas capilares que

impedem a extracdo do 6leo (Banat, 1995).

Os biossurfactantes também possuem algumas vantagens em rela¢do aos surfactantes
quimicos, como baixa toxicidade, alta biodegradabilidade, maior compatibilidade com o meio
ambiente, alta seletividade, estabilidade a variacdes de temperatura e pH e podem ser

sintetisados a partir de fontes renovaveis (Besai & Banat, 1997).

Embora os biossurfactantes sejam amplamente utilizados, a sua funcédo fisiologica
ainda ndo é bem elucidada. Algumas funcGes foram atribuidas a estas moléculas, como por
exemplo, a emulsificacdo e solubilizagdo de hidrocarbonetos em meio aquoso para facilitar o
crescimento destes microorganismos (Cooper, et al, 1981), estdo também associadas a
motilidade e algumas espécies como o raminolipidio produzido pela P. aeruginosa possuem
atividade antibidtica (Lin, 1996).

A P. aeruginosa € uma espécie bacteriana Gram-negativa, que pertence a classe das
proteobacterias. Esta presente em um vasto nimero de nichos ecolégicos, sendo capaz de
utilizar diversos compostos para obtencdo de nutrientes (Soberén-Chavez, capitulo).
Apresenta diversas aplicacfes biotecnoldgicas, como a capacidade de degradar alcanos de
cadeia ramificada, sdo excelentes produtoras de biosurfactantes (raminolipideos), que
apresentam diversas aplicacBes industriais e também sdo produtoras de polihidroxialcanoato
(PHA), um polimero de &cido graxo, que pode ser usado para producdo de plasticos

biodegradaveis (Soberon-Chavez et al., 2005).

Os raminolipideos sdo compostos biossurfactantes de origem microbiana produzidos
principalmente por bactérias sob crescimento aer6bio e em meio aquoso, onde sdo secretados.
A fonte de carbono utilizada na biossintese dos biossurfactantes pode provir de carboidratos,
hidrocarbonetos, 6leos e graxas ou suas misturas (Bagnolo, 1999). Os raminolipideos
oriundos de P. Aeruginosa tem sido um grupo de biossurfactantes estudados extensivamente
(Hitsatsuka et al., 1971; Guerra-Santos et al., 1984). Até o0 momento, sete homologos foram
identificados, apresentando um tensdo superficial de 29 mN/m. A P. aeruginosa pode
produzir raminolipideos a partir de diversos substratos como alcanos Cy; e Cip, piruvato,
citrato, frutose, glicerol, 6leo verde-oliva, glicose e o manitol (Robert et al., 1989). O
rendimento de producdo e a composi¢do desses raminolipideos dependem das condigdes de

crescimento, como pH, temperatura e composi¢do do meio (Mulligan & Gibbs, 1989).
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Uma outra cepa também conhecida é a Burkholderia kururiensis, uma bactéria ndo
patogénica de vida livre. Esta bactéria foi isolada de ambientes aquiferos poluidos com
tricloroetileno no Japéo (Zang et al., 2000). Em 2001, foi revelada a sua capacidade de fixar
nitrogénio a partir de condi¢Bes de baixa aeracdo, caracteristicas ainda nao detectadas em
outras espécies de Burkholderia (Estrada-De Los Santos et al., 2001). Esta bactéria
diazotrofica endofitica foi semelhantemente isolada de cultivares de arroz inundado
(Rodrigues, 2003) e apresenta uma discreta producdo de raminolipideos.

Estudos relatam que dentro do género Burkholderia ha producdo de raminolipideos,
como em Burkholderia pseudomallei, além de Burkholderia cenocepacia que produz outro
tipo de biossurfactante, o lipopeptideo. Ensaios preliminares apontam a presenca do gene rhlA
no genoma de Burkholderia kururiensis, aléem de evidenciar através de espectrometria de

massas a presenca de um biossurfactante distinto do produzido por Pseudomonas aeruginosa.

Em 1995, Withold et al. 1995, desenvolveu um trabalho relatando a possibilidade da
utilizacdo de hospedeiros heter6logos para a producdo de raminolipideos. Neste estudo foi
constatada a producdo de raminolipideos em diversos hospedeiros, como Escherichia coli,
mostrando desta forma que a utilizacdo de hospedeiros heterdlogos € viavel e proporciona

assim a utilizacdo de células seguras para a aplicacdo industrial (Withold et al., 1995).

Paralelamente, estudos envolvendo o emprego de hospedeiros heter6logos nao-
patogénicos para a expressdo dos genes de P. aeruginosa envolvidos na biossintese de
raminolipideos geraram uma cepa bacteriana superprodutora de raminolipideos, a B.
kururiensis LMM21. Nesta cepa ha a expressao dos genes rhlA e rhIB da P. aeruginosa em B.
kururiensis. O que representa um importante objeto de trabalho envolvendo engenharia
metabolica para o aumento da producdo de raminolipideos. Esta nova linhagem foi capaz de
produzir até 600% a mais de raminolipideos quando comparada a B. kururiensis (Neves et al.,
2012).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Estrada-De%20Los%20Santos%20P%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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2.4. TECNICAS DE CARACTERIZACAO DOS RAMINOLIPIDEOS
2.4.1. FISICO-QUIMICA

Em um liquido, cada molécula se movimenta sob a influéncia das moléculas ao redor
dela. Sendo que dentro de um liquido temos as moléculas totalmente cercadas, que é atraida
por todos os lados, enquanto que na superficie as moléculas ndo estdo completamente
cercadas, sofrendo atracdo somente nas laterais e abaixo delas. Portanto, para a molecula ir até
a superficie, esta deve possuir uma energia maior do que esta de atracdo, esta energia
potencial deve aumentar, ou seja, realizar trabalho para chegar até a superficie. Assim, para
aumentar a superficie de um liquido requer um gasto de energia, e essa quantidade de energia

requerida é a tensdo superficial (Brady, capitulo 8).

Portanto, a magnitude da tensdo superficial de um liquido depende das forcas de
atracdo entre as moléculas. Logo, quando as forcas de atracdo sdo grandes a tensdo superficial
é alta. A tensdo superficial também € influenciada pela temperatura, uma vez que é aumentada
a energia cinética das moléculas, as forcas de atracdo intermoleculares diminuem, reduzindo

também a tensdo superficial (Figura 6).
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Figura 6. Interages das moléculas na superficie e no interior de um liquido.

O O

O
O

[ o~

Quando temos uma interface formada por duas fases que é constituida por grupos

hidrofilicos e hidrofobicos ha uma diferenca na tenséo interfacial entre estes liquidos. Assim
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quando os surfactantes sdo adicionados, por eles possuirem um ou mais dominios hidrofilico
e hidrofdbico, estes se distribuem nas interfaces formando um filme molecular reduzindo as
tensbes superficiais e/ou interfaciais da mistura, que € uma propriedade Unica dos
surfactantes. Ao se acumularem entre estes meios, a medida que a concentracdo de
surfactantes aumenta, ha a formacdo de micelas. As micelas sdo definidas como agregados
moleculares que facilitam a dissociacdo e a dindmica de solugdes imisciveis. A concentracdo
necessaria para a formacdo destas estruturas € chamada de concentracdo micelar critica
(CMC)(Figura 7).

55
béé&éééé
o SRR
=
=]
z
=
=
=
E T. Superficial
T. Interfacial
[Surfactantes]

Figura 7. Gréfico representativo da reducdo da tenséo superficial e interfacial em relacdo ao aumento da
concentragdo de surfactantes.

2.4.2. ESTRUTURAL
2.4.2.1. CROMATOGRAFIA

A utilizacdo de técnicas de cromatografia tem sido bastante usual para separacdo de
uma mistura de raminolipideos. Quando esta técnica estd associada ha um método de deteccéo
apropriado como espectrometria de massas (MS), pode revelar a grande variedade de
tamanhos de cadeias dos biossurfactantes.
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2.4.2.1.1. Cromatografia em camada delgada (CCD)

A cromatografia de camada delgada é utilizada extensivamente para determinar a
composicdo de extratos brutos de raminolipideos obtidos a partir de meios de cultivo, e para
sua purificacdo preliminar (Rendell et al., 1990). Para a separagdo de diferentes espécies de
raminolipideos podem ser aplicados tanto a cromatografia de fase normal como a reversa.
Normalmente, para a separacdo de glicolipideos, sdo utilizadas misturas de solventes
envolvendo cloroférmio e metanol, com adi¢do de pequenas partes de acido para otimizar a

migracdo (Hubert et al., 2012).
2.4.2.1.2. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

Sabe-se que métodos de HPLC foram desenvolvidos para quantificar as espécies de
raminolipideos em uma mistura de biossurfactantes bacterianos. Em um destes trabalhos,
foram identificadas misturas de biossurfactantes contendo principalmente acido decandico,
dodecanoico e uma variedade de compostos desidrogenados isolados de P. aeruginosa UG2
cultivadas em dleo de milho como Unica fonte de carbono. Neste trabalho, as espécies
raminolipideos foram identificados e quantificados apds a sua derivatizacdo para os ésteres
correspondentes (Mata-Sandoval et al., 1999). Para confirmar a confiabilidade do método de
HPLC, as misturas biossurfactantes e as espécies isoladas devem ainda ser analisadas por
espectrometria de massas. Ainda ha uma necessidade de desenvolver um tipo de analise
preciso para misturas de raminolipideos, pois a composic¢do de uma mistura de raminolipideos
influencia no desempenho como um portador de contaminantes e na sua capacidade para
melhorar a biodisponibilidade de contaminantes (Mata-Sandoval et al., 1999). Analises
tradicionais de raminolipideos, tais como, os ensaios de turbidez ou colorimétricos (Van Dyke
et al., 1993) ndo fornecem informacgGes sobre a composicdo da mistura. Ensaios envolvendo
cromatografia liquida de alta performance é o método mais desenvolvido e eficiente para
determinacdo de misturas raminolipideos, estando porém, limitados a quantificacdo das

espécies.

2.4.2.2. ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO POR TRANSFORMADA DE
FOURIER (FTIR)

A radiacdo infravermelha corresponde a regido do espectro eletromagnético situada

entre 4000 cm-* e 400 cm™, nas regides entre o visivel e as microondas. O espectro de
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infravermelho de cada molécula € caracteristico, porém certos grupos funcionais dao origem a

bandas que ocorrem na mesma frequéncia de vibragdo independente da estrutura da molécula.

A energia no infravermelho quando é absorvida pela molécula é convertida em energia
de vibracdo molecular. As vibracGes moleculares podem ser classificadas em deformacoes

angulares ou axiais, além de possuirem interacdes de acoplamento simétricos ou assimétricos.

A utilizacdo de espectroscopia de infravermelho para andlises de biossurfactantes é
valida para analises qualitativas, como por exempo, identificacdo dos grupos funcionais,
porém a utilizacdo da radiacdo infravermelha possui limitacGes consideraveis, quando sua
utilizacdo tem como foco a quantificacdo de raminolipideos, uma vez que podemos ter

interferentes na analise e na amostragem (Silverstein, capitulo).
2.4.2.3. ESPECTROMETRIA DE MASSAS

A espectrometria de massas € uma técnica analitica que nos permite saber a massa
molecular de uma determinada molécula através da sua razdo massa/carga (m/z). Nesta
técnica as moléculas sdo ionizadas, separadas e entdo detectadas (Figura 8), Esta analise €

feita em um sistema sob baixa presséo.

Um espectrdmetro de massas pode ser entendido, via de regra, como um instrumento
contendo uma fonte de ions, um separador ou filtro de massas e um detector. Embora existam
varias estratégias para separacdo e deteccdo, a ionizacdo é aquela que possui 0 maior nimero
de diferentes métodos. Isso deve-se a grande variedade de tipos de amostras e espécies de

interesse (Moraes et al, 2003).
Através da espectrometria de massas € possivel determinar:
- A composicdo elementar de amostras;
- A estrutura molecular;
- A composicao qualitativa e quantitativa de misturas complexas;
- A estrutura e a composicao de superficies solidas e

- As proporcdes isobaricas de atomos em amostras.
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Figura 8. Esquema geral de funcionamento do Espectrometro de Massas. Adaptado de Ferreira, 2010.

2.4.2.3.1. Fonte de lons

Para fazer a analise das moléculas é necessario que esta possua carga, entdo a
ionizacdo ocorre para gerar espécies carregadas positiva ou negativamente através de
tranferéncia de energia. Pode-se dizer que a efetiva ionizacdo (transformacdo de uma espécie
neutra em um ion) € um efeito secundério. Como fontes de ionizacéo atualmente existentes e

mais utilizados temos:

- ESI (lonizagdo por Electrospray)

- APCI (lonizagdo Quimica a Pressdo Atmosférica)

- APPI (Fotoionizacdo a Pressdo Atmosférica)

- DESI (Dessorcdo po Electrospray)

- MALDI (lonizagéo e Dessorcdo a Laser Assistida por Matriz)

- El (lonizagdo por Elétrons)



Electrospray (ESI)
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Esta técnica de ionizacdo consiste em expor a amostra (solubilizada em um liquido

condutor) a um campo elétrico, assim a amostra comega a mudar a sua forma superficial e ao

aumentar a tensdo elétrica da gota comeca a tomar forma de tensdo superficial de um cone,

conforme ha um acimulo de cargas inicia-se a formacdo de um aerossol devido as repulsdes

eletrostéaticas (Figura 9).

"Cone de Taylor"

alto vacuo

elétrons —pp

Fonte de alta

OXIDAGAD

voltagem

+1KkV
elétrons —ijp

REDUGAD

Figura 9. lonizagdo por Electrospray. Ferreira, 2010.

lonizacdo Quimica a Pressdo Atmosférica (APCI)

A lonizacdo Quimica a Pressdo Atmosférica (APCI) (Figura 10) é uma técnica que

utiliza reacdes ion-molécula em fase gasosa sob pressdo atmosférica com finalidade de ionizar

o analito. E um método onde os fons primarios sdo produzidos por descarga corona em um

spray do solvente. APCI é aplicado tanto para compostos polares como para compostos de

baixa polaridade com peso molecular de até 1500 Da e produz ions geralmente

monocarregados.

termicamente labeis.

Normalmente esta técnica ndo ¢é (til

para analise de compostos
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Figura 10. Esquema de lonizag@o Quimica a Pressdo Atmosférica.

Fotoionizacdo a Pressdo Atmosférica (APPI)

A fonte de APPI é semelhante a de APCI, consistindo de um nebulizador aquecido
para dispersar e dessolvatar o eluente aos poucos, e de uma lampada VUV (Ultra Violeta ao
vacuo), a qual ird induzir a ionizacdo, no lugar da agulha que é usada em APCI (Figura 11).
Existem duas fontes de APPI disponiveis atualmente. A primeira versdao da fonte APPI,
aumenta as reacdes ion-moleculares auxiliadas por dopante. O jato de solvente no nebulizador
aquecido é irradiado pela lampada UV e introduzido no amostrador linearmente. O segundo
equipamento disponivel é ainda mais semelhante a fonte de APCI, pois é uma fonte aberta
ortogonal com a lampada VUV localizada onde uma agulha corona esta posicionada na fonte
APCI. Esta fonte é para aumentar o uso direto de APPI sem necessidade do uso de dopante.
Este fato deve-se a ocorréncia da ionizagdo na camara de nebulizacéo, local onde h4 menos
probabilidade de interacBes do tipo ion-dopante. Esta fonte de ionizagdo é comumente
aplicada a compostos ndo polares e como esta técnica aplica energia de ionizacdo baixa (10,0

a 10,6 eV) normalmente ha pouca ou nenhuma fragmentacao do analito.
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Figura 11. Esquema de Fotoionizagdo a Pressdo Atmosférica
Fonte: www.espectometriademassas.com.br

Electrospray por dessorcéo (DESI)

O DESI exige a otimizacdo de experimental de variaveis como composi¢do solvente,
angulo de incidéncia e distancias da dessor¢do entre outros parametros para cada tipo de
analito. No caso de DESI, os ions sdo produzidos dirigindo goticulas solventes carregadas de
uma fonte de ESI ou ESSI para a amostra. Os analitos na superficie sdo dessorvidos e
ionizados (Figura 12). DESI é uma das técnicas que pode ser usado tanto para analisar

biomoléculas maiores quanto para explorar a quimica reativa de pequenas moléculas.

O mecanismo de ioniza¢do consiste em um processo onde goticulas aguosas com
didmetros menores que 10 um incidem na superficie da amostra com velocidade superior a
100 m/s. O tempo t é dado enquanto as goticulas comecam a se mover para a superficie e em

algumas etapas as gotas muito maiores sdo separadas do liquido com velocidades mais baixas.
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Figura 12. Esquema de ionizag&o por DESI.

Fonte:http://www.uel.br/eventos/semanadaquimica/2010/arquivos/minicurso/outras_fontes_ion
izacao.pdf

lonizacdo e Dessorcdo a Laser Assistida por Matriz (MALDI)

Este € um processo de ionizacdo branda, sendo apropriado para biomoléculas com
elevada massa molecular. Esta técnica é bastante utilizada para fazer analise protedmica. O
MALDI consiste em colocar a amostra em uma matriz quimica, que facilita a producéo de
fons gasosos a partir de compostos pesados. Assim um feixe de laser (ultravioleta ou
infravermelho pulsado) serve como fonte de dessorcdo e ionizacdo. A matriz entdo absorve a
energia do laser, induzindo a vaporizacdo de parte da amostra (Figura 13). Assim que a
vaporizagdo ocorre, as moléculas sdo transferidas eletrostaticamente para o espectrometro de
massas, onde sdo individualmente detectadas.

Laser Time-of flight

mass spec

h

Figura 13. lonizagéo por MALDI.
Fonte: http://cbm.cnrs-orleans.fr/spip.php?rubrique92&lang=fr


http://www.uel.br/eventos/semanadaquimica/2010/arquivos/minicurso/outras_fontes_ionizacao.pdf
http://www.uel.br/eventos/semanadaquimica/2010/arquivos/minicurso/outras_fontes_ionizacao.pdf
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lonizacdo por Elétrons (EI)

A técnica de ionizacdo por elétrons é uma das maneiras mais eficientes e antigas de
transformar moléculas neutras em ions, feita por colisdo com elétrons. Como pré-requisito
bésico, todos os analitos devem estar na sua forma de vapor, e portanto, as amostras devem

ser volateis, 0 que acaba sendo uma limitacdo da técnica.

A equacdo abaixo demonstra o principio fundamental desta ionizacdo. Um elétron é
fornecido pela fonte de ionizacdo e este se aproxima de um dos elétrons que esta na orbita de
uma molécula, ao se aproximarem estes se repelem e o elétron da molécula € expelido

gerando um ion com carga positiva.
M+e — M +2¢e

A fonte é composta basicamente por um cubo com alguns orificios para a passagem
dos ions formados e dos elétrons. Um feixe de elétrons atravessa a camara de ionizacao
(Figura 14). Na ionizacdo por EI um feixe de elétrons de 70 eV é produzido por um
filamento. Os elétrons sdo entdo acelerados por um anodo, e acabam interagindo e
energizando as moléculas do analito na fase gasosa. Como consequéncia desta energizacao,
cerca de 20 eV sao transferidos para as moléculas. Entdo ha a producdo de um ion. Os 70
eV sdo necessarios para que a energia dos elétrons apresentem comprimento de onda similar a
energia das ligacbes em moléculas organicas (~0,14 nm), assim a transferéncia de
energia € maximizada. Contudo, esta ionizacdo gera ions com estado energético excedente,

este processo de ionizagdo é seguido por sucessivas clivagens e rearranjos moleculares.

S g
I 7 | Rearranjos
ACD*" +B ABD** +C
@ (—I—) @ N P
\ \ 3
F Q €] ] R T ABCD + e"|——= ABCD* + 2e
I @] | loniza i
cdo lon Molecular
%0;‘_.0—; .)—5.0*0 9 0—; o—; QTI I_ / \
- — - - — — -
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{ o Fragmentacao
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Fonte: ARDREY, 2003

Analisador de Massas
@ olécula Neutra ) @ Elétron

Fonte:nttp://www.espectrometriademassas.com.or/capitulos/assuntos/assunto.asp?codcapitulo=4&codassunto=4

5&numero=6
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2.4.2.3.2. Analisador de Massas

Os espectrometros de massa podem ser classificados em varias categorias dependendo
da natureza do analisador de massa. Como filtros (ou analisador) de massas os mais utilizados
s&o 0 Tempo-de-voo (TOF) e o Quadrupolo. A funcéo do analisador de massa é separar tais

ions de acordo com a sua relacdo massa-carga (m/z).

O limite de massa, a transmissdo i6nica e o poder de resolucdo em massa sao
caracteristicas principais de um analisador de massas. O limite de massa significa o valor mais
alto de massa que pode ser medido é geralmente expresso em daltons (Da) para um ion de
carga unitéria, isto €, z = 1. A transmissao € a razdo entre 0 nimero de ions que chegam ao
detector e os ions produzidos na fonte. O poder de resolugdo é a capacidade de produzir dois
sinais distintos para dois ions com uma diferenca de massa pequena; pode ser quantificado
por R = m/Dm, onde Dm é a menor diferenca de massa capaz de ser resolvida, ou ainda, Dm é

a largura de um pico a meia altura.

Tempo de V6o (TOF)

Os analisadores de massa por tempo de voo foram descritos por Wiley e McLaren em
1955. Eles conseguiram reunir os requisitos de focalizacdo espacial e de energia dos ions,
tornando viavel 0 primeiro instrumento comercial TOF-MS.

A filosofia de trabalho de um TOF (Figura 15) consiste na andlise e identificacdo de
ions através da medida do intervalo de tempo gasto para percorrerem a distancia do ponto de
sua geracdo até um detetor. Todos 0s ions recebem o mesmo acréscimo de energia cinética
durante uma aceleracdo réapida (na faixa de 0.1 a 1 ms), mas como eles tém diferentes valores
de m/z sdo progressivamente separados em grupos de acordo com a sua velocidade (e
portanto segundo a quantidade m/z) a medida que atravessam a regido livre de campo entre a
fonte de ions e o detector. Os ions batem sequencialmente no detector em ordem de valor

crescente de m/z, produzindo pulsos elétricos.
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Figura 15. Analisador de massas por tempo-de-véo.
Fonte:http://msr.dom.wustl.edu/Research/MALDI_TOF_Mass_Spec_and_Proteomics/Time-of-

Flight_Mass_Spectrometry Fundamentals.htm

Os ions sdo acelerados por um pulso de energia com potencial (V) antes de voar por
uma distancia definida (d). O calculo é realizado medindo-se o tempo de deslocamento (t) dos

ions até o detector. O tempo de deslocamento é proporcional a massa dos ions.

Assim a molécula com massa (m) e carga igual a g=ze tem como energia cinética

2
Ex = % =qV =zeV
O tempo necessario é t= d/v, portanto substituindo o valor da velocidade encontrado
na equacdo anterior temos que t2 = m/z (d¥2Ve), onde podemos ver que a relacdo m/z é

proporcional ao quadrado do tempo. Logo temos,

Quadrupolo

O Quadrupolo (Figura 16) é um tipo de analisador de massas mais utilizado em
espectrometria de massas. Os ions sdo separados de acordo com a estabilidade de sua
trajetéria em um campo elétrico, que € criado através de oscilagdes elétricas aplicadas nos
cilindros metélicos. Enquanto viajam na dire¢do z os ions também oscilam no plano x-y,

devido ao potencial aplicado aos cilindros.


http://msr.dom.wustl.edu/Research/MALDI_TOF_Mass_Spec_and_Proteomics/Time-of-Flight_Mass_Spectrometry_Fundamentals.htm
http://msr.dom.wustl.edu/Research/MALDI_TOF_Mass_Spec_and_Proteomics/Time-of-Flight_Mass_Spectrometry_Fundamentals.htm
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dc

Figura 16. Analisador de massas tipo quadrupolo

Fonte:http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0100-40422008000300030

Nestes dois cilindros opostos hd um potencial de +(U + VVcos(wt)) enquanto nos outros
dois ha um potencial de — (U + Vcos(wt)), onde U = potencial fixo, Vcos(wt) = potencial RF
aplicado a uma determinada amplitude (V) e frequencia (w). Portanto, ao aplicar os potenciais
em pares opostos os cilindros variam senoidalmente e os ions sdo capazes de atravessar a
regido central ao longo do eixo. Essas combinacdes de potenciais e frequencia resultam em
ions especificos com trajetorias estaveis ao longo do quadrupolo até chegar ao detector, assim
todos os outros ions com m/z diferentes irdo ter suas trajetorias instabilizadas, ndo chegando

ao detector.

Orbitrap

Em um orbitrap, os ions sdo injetados tangencialmente no campo elétrico entre os
eletrodos e presos porque a sua atracdo eletrostatica para o eletrodo interno é equilibrada
pela for¢a centrifuga. Assim, os ions giram em torno do eletrodo central em anéis. Além
disso, os ions também movem-se para tras e para frente ao longo do eixo do eletrodo
central. Portanto, os ions de uma determinada razdo massa-carga (m/z) se deslocam em anéis,
que por sua vez oscilam ao longo do eixo central. A frequéncia destas oscilagdes harmonicas
é independente da velocidade do ion e é inversamente proporcional a raiz quadrada da razdo

massa/carga ( m/z ou m/q ).


http://en.wikipedia.org/wiki/Centrifugal_force
http://en.wikipedia.org/wiki/Mass-to-charge_ratio
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Ao sentir a oscilacdo de ions de uma forma semelhante a utilizada na FTICR-MS, a
armadilha pode ser usada como um analisador de massas. Orbitraps tem uma precisdo muito
alta (1-2 ppm), uma resolucdo de alta poténcia (até 200,000) e um alto range dindmico (cerca
de 5000) (Makarov, 2006). A Figura 17 ilustra a orbita dos ions ao redor do eletrodo.

Figura 17: Funcionamento esquematizado do Orbitrap (Marshall & Hendrickson, 2008).

Na tabela abaixo (Tabela 3) temos as estruturas quimicas de diferentes tipos de
raminolipideos identificados por espectrometria de massas - HPLC/MS.


http://en.wikipedia.org/wiki/Fourier_transform_ion_cyclotron_resonance

Tabela 3. Estruturas quimicas de diferentes tipos raminolipideos. Extraido de Déziel, et. al.,2010.

No.  [Symbol | MForm. | MW | R [ m | m |R Structure
Mana-rhamne-monae-lipidic congeners

1 Bha-Cs. CiHuOr 30232 H | 1(-4H) - H

2 Rha-Cs CisHxOr | 30635 | H 1 - H

3 Rha-Cyg CigHaO- [ 33441 | H 3 - H

4 Rha-Ciza CisHyOr | 35843 | H | 5(-4H) - H

5 Rha-Cye CigHuO: | 362,46 | H 5 H

8 Rha-Ciaa CxHaD; [ 386848 H | 7(-4H) = H

Mana-rhamne-di-lipidic congeners

7 Rha-Ca-Cs CopHweQy | 44855| H 1 H

8 Bha-Ca-Cigy CoHOy | 47458 H 1 3-2H) | H

9 Rha-Cia1-Ce CoeHeDs | 47458 | H | 3(-2H) 1 H

10 |Rha-Cy-Cig CoHDy | 47680 H 1 3 H

1t |Rha-Cys-Cs CoHuDs | 476680 H 3 1 H

12 |Rha-Cip-Cigy CasHOp | 502684 [ H 3 3(-2H)| H

13 |Rha-Ci-Cys CoHeuDy | 50485[ H 3 3 H

14 |Rha-Ce-Ciz CuHs0s | 504685[ H 1 5 H

15 |Rha-Cy2-Cs CoasHuDs |50465( H 5 1 H “

18 |Rha-Cis-Cian CasHe0p | 53089 H 3 5(-2H)| H

17 |Rha-Cia1Cig CasHe0s | 53089 H | 5(-2H) 3 H

18 |Rha-Ciy-Cya CasHeDy | 53271 H 3 5 H

19 |Rha-Cia-Cys CasHeQy | 53271 H 5 3 H

20 |Rha-Cpp-Ci® CyHeDy | 55874 H 3 7(-2H)| H

21 |Rha-Cis-Ciat® CuHwuOs | 558.74 | H 5 S(-2H1| H

22 |Rha-Ci-Cie® CxHeOs | 568076 H 3 7 H _{‘=

23  |Rha-Ci2-Cr CaHmsOs | 560.76 | H 5 5 H \__
24  |Rha-Ciu-Cie CuHeO, | 58881 [ H 5 7 H N
25  |Rha-Cy.-Cy CaHeQy | 61687 H 7 7 H \
2%  |Rha-Ci.-Cis CuHaDs | 84402 H 7 9 H -
27 |Rha-Ci-Cis CuHzOy | 67297 H 9 9 H b: g-decenoyl gruuﬁ ’
28 |Rha-Cis-Ci-CHs CoHe0p | 51868 [ H 3 3 CH: ’
29 |Decenayl-Rha-Cyy-Cys CasHe0yy | 65688 [ b 3 3 H

Di-rhamna-mono-lipidic congeners

30 |Rha-Rha-Cy CapHu0y | 45248 [ H - H s
31 |Rha-Rha-Cys CaHe0y | 48055 [ H 3 = H

32 |Rha-Rha-Ciyy CoeH0y [ 50658 H | 5(-2H) = H

33 |Rha-Rha-Ci; CaHuOy | 50860 H 5 - H

3 |Rha-Rha-Cy. CasHe0Oy | 53685 H 7 = H

Di-thamna-di-lipidic cangeners

35 | Rha-Rha-C:-Cs CauHeOy | 59489 [ H H

3 | Rha-Rha-C.-Cpy CyHeOy |6822.74 [ H 3 H

37 | Rha-Rha-C:-Cs CyHeOy |822.74 | H 3 1 H

38 | Rha-Rha-CizCis CauHeOy |684878[ H 3 3-2H) | H

38 | Rha-Rha-Cio-Cre CarHs0s | 85079 [ H 3 3 H

40 | Rha-Rha-Cs-Cigy CuHeOy | 84878 H 1 5-2H) | H

4 Rha-Rha-Ciz:-Cs CuHuOi [ 648.78 [ H | 5(=2H) 1 H

42 | Rha-Rha-C,s-Ciay CauHse0y | 67683 H 3 5-2H) | H

43 | Rha-Rha-Cizi-Cis CauHgOp [676.83[ H | 5(-2H) 3 H

44 | Rha-Rha-CizCz CauHeOiy | 67884 [ H 3 5 H

45 | Rha-Rha-CixCs CaHe0y | 67884 [ H 5 3 H

48 | Rha-Rha-C,oCisy CauHeOyy | 70480 [ H 3 7-2H) | H

47 | Rha-Rha-CiaCiay CaHeOyy | 70480 [ H 5 5-2H) | H

48 | Rha-Rha-Ciz-Cyz CauHaOy [ 70480 H | 5(-2H) 5 H

49 | Rha-Rha-Ci:-C; CuHeOy | 70680 H 5 5 H

50 | Rha-Rha-C,-Cy. CasHe0yy | 73495 H 5 7 H

51 Rha-Rha-C1a-Crz CoasHr0is | 734.95[ H 7 5 H

52 | Rha-Rha-C,.C;. CypHnOy | 78300 H 7 7 H

53 |Rha-Rha-Ci:Cus CeaHnQyy | 79106 [ H 7 9 H

54 |Rha-Rha-CisCis CuHulyy | 7910 H 9 7 H

55 | Rha-Rha-CisCis CuHaQw | 81811 [ H 9 9 H

56 |Rha-Rha-C,.-Cp:-Ci™ CaHiOys | 989.36 | Structure drawn separately™

57 | Rha-Rha-C;-Cig-CH; CuHgOy; | 86482 [ H 3 3 CHs

58  |Decenoyl-Rha-Rha-Cy;-Cyy | CpHn0p [ 80303 b 3 3 H

29
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3. OBJETIVOS

Caracterizacdo por analise estrutural e fisico-quimica das moléculas de
biossurfactantes glicolipidicos produzidos pela cepa bacteriana recombinante, Burkholderia

kururiensis LMM21 obtida pelo nosso grupo.
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4. EXPERIMENTAL

4.1.CULTIVO E PRODUCAO DOS BIOSSURFACTANTES

4.1.1. BACTERIA E PLASMIDEOS EMPREGADOS

A cepa geneticamente modificada B. kururiensis LMM21 (contendo os genes rhlA e
rhiIB de P. aeruginosa PAOL, envolvidos na sintese de mono-raminolipideos) e a cepa
controle, produtora de raminolipideos, de onde foram obtidos os genes para a manipulagédo
genética, P. aeruginosa PAOL, foram mantidas em meio Luria Bertani (LB) suplementado

com 20% (v/v) glicerol e armazenadas a -80°C (Tabela 4).

Tabela 4. Cepas bacterianas empregadas neste estudo.

Bactérias/Plasmideos Descricao Origem ou referéncia

P. aeruginosa PAO1 Selvagem, cepa genémica Holloway et al., 1979;
Stover et al., 2000

B. kururiensis KP23" Selvagem, isolada de Zhang et al., 2000
ambiente aquifero no Japéo
B. kururiensis KP23"
contendo o plasmideo
LMM21 pLMM12 (com genes rhlA (de Lima, 2012)
e rhIB de P. aeruginosa
PAO1

4.1.2. MEIOS E CONDICOES DE CULTIVO

Para a producéo dos biossurfactantes, as bactérias foram reativadas “overnight” em
meio LB liquido, a 28°C, 170 rpm, a partir do estoque armazenado em freezer -80°C. Apos a
reativacdo, 1,0 mL da suspensdo de celulas foram inoculadas em frascos erlenmeyer de 1L
contendo 300 mL de meio salino de pré-indculo (MSPI) (K,HPO,4 7,0 g/L, KH,PO,4 3,0 g/L,
NaNO;z; 1,0 ¢g/L, MgSO,.7H,0 0,2 g/L, Glicerol 30,0 g/L, Extrato de levedura 5,0 g/L,
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Peptona bacteriana 5,0 g/L) (Santos et al, 2002) e incubado a 28°C, 170 rpm por 40 horas. As
células foram entdo concentradas por centrifugacdo a 6.000 rpm, por 25 minutos e entdo
inoculadas em frascos erlenmeyers contendo 500 mL de meio salino de producdo (MSP)
(K2HPO,4 7,0 g/L, KH,PO4 3,0 g/L, NaNO;3 1,4 g/L, MgS0O,4.7H,0 0,2 g/L, Glicerol 30,0 g/L)
(Santos et al., 2002) a uma concentracdo final de células de 1,0 g/L. O cultivo foi conduzido a
28°C e 170 rpm. Para os testes comparativos entre as cepas, o0 cultivo foi conduzido por 120
horas. Além do glicerol, foram testados como fontes de carbono n-hexadecano e 6leo de oliva,

em concentracdo final de 12,5g/L.

4.1.3. DIVERSIFICACAO DAS FONTES DE CARBONO PARA A PRODUCAQ
DE BIOSSURFACTANTES

A investigacdo envolvendo a utilizacdo de diferentes fontes de carbono para a
producdo de biossurfactantes foi conduzida a partir das cepas selecionadas nos dois
screenings. Foram testadas inicialmente, para a cepa B. kururiensis KP23', 13 diferentes
fontes de carbono, em concentracdo de 2,0% (m/v): glicerol; 6leo de oliva; 6leo de soja; 6leo
de canola; 6leo de milho; 6leo de girassol; éleo de babacu; n-hexadecano; 6leo mineral; 6leo
de motor; biodiesel metilico de soja; glicerina loira e 6leo diesel. A relagcdo C/N (proporcdo de
carbono e nitrogénio disponiveis para consumo microbiano otimizado pelo grupo) em 71,
resultando em diferentes concentragdes dos substratos acima citados. Testes com a
recombinante LMM21, envolvendo diferentes fontes de carbono, foram conduzidos por 240

horas.
4.2. EXTRACAO

Todas as metodologias de extragcdo foram testadas a partir dos sobrenadantes livres de
célula obtidos apés 240 horas de cultivo da cepa B. kururiensis KP23" em meio MSP,
suplementado com glicerol, uma vez que foi observada menor concentracdo de contaminantes
na amostra em comparagdo a outros meios que resultaram em um bom rendimento.

Algumas metodologias foram testadas, baseadas na revisdo escrita por Howe e
colaboradores (2008):

Extracdo direta com acetato de etila (Sarubbo et al., 2008): Nesta metodologia

simples, o sobrenadante foi diretamente extraido com este solvente, em propor¢do 1:3
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(Sobrenadante:Solvente), sendo a fracdo organica posteriormente seca em rotaevaporador
(Heto Drywinner) e o extrato armazenado para posteriores anélises.

Purificacdo por cartucho de extracdo em fase solida (SPE): Nesta metodologia, 0
surfactante é diretamente extraido a partir do sobrenadante em coluna contendo um cartucho
com resina C18. Apos retencdo do material no cartucho, o mesmo € eluido com
cloroférmio:metanol (2:1) para a recuperacgdo dos biossurfactantes.

Extracdo com acetato de etila do sobrenadante acidificado (Dubeau et al., 2009): O
sobrenadante foi acidificado a pH 3,5 com HCI 6N, e foi realizada, entdo, uma extracdo direta
com acetato de etila (1:3; sobrenadante:acetato de etila). A fase organica foi, entdo, separada,
desidratada com sulfato de sddio anidro e concentrada em rotaevaporador (Heto Drywinner),
para a recuperagdo do solvente. O produto resultante foi, entdo, recuperado do baldo de
secagem com metanol, seco em atmosfera de nitrogénio e armazenado a -20°C. Este método

foi utilizado para a etapa final de caracterizacdo por espectrometria de massas.

4.3. QUANTIFICACAO DOS GLICOLIPIDEOS

Considerando que os biossurfactantes secretados sdo raminolipideos, a quantificacdo
de glicolipideos extracelulares foi feita pela quantificacdo da porcdo glicidica do
biossurfactante (L-raminose) a partir do sobrenadante livre de células, através de um teste
colorimétrico descrito por Koch e colaboradores (1991), sendo posteriormente convertidos a

raminolipideos (g/L) por um fator obtido através de analise de espectrometria de massas.

4.4. CARACTERIZACAO

4.4.1. CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA

A determinacdo da tensdo superficial (mN/m) dos sobrenadantes livres de células
foram realizadas em um tensibmetro Aqua-Pi (Kibron) e calibrado com agua pura, a 25°C.

Para a determinacdo do indice de emulsificacdo (%), o método de Cooper e
Goldenberg (1987) foi utilizado. Para melhor avaliacdo, cinco diferentes substratos foram

empregados para 0s ensaios de emulsificagdo.
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4.4.2. CARACTERIZACAO ESTRUTURAL

44.2.1. CROMATROGAFIA EM CAMADA DELGADA

Anélises do extrato bruto e do extrato bruto hidrolisado dos biossurfactantes
produzidos pelas cepas B. kururiensis KP23™ e LMM21 foram realizados em placas de vidro
contendo silica (F254, Merck). Diferentes sistemas foram testados, com base na revisdo
escrita por Howe e colaboradores (2008):

- Acetona: n-butanol:agua (5:4:1);

- Etanol:Hexano:Ac.Acético Glacial (70:30:1);

- Cloroférmio:Metanol:Agua (60:15:4);

- Cloroférmio:Metanol:CaCl2 2% (2:1:0,2);

- Acetonitrila:Agua (3:1);

- Acetona: Hexano:Ac.Acético (30:70:1);

- Acetato de Etila: Ac. Acético:Agua (3:1:3).

Ao fim dos testes, foi utilizado o método descrito por Howe e colaboradores (2008)
com modificaces. Uma fase movel composta por Cloroférmio:Metanol:Acido acético
Glacial (80:18:2) foi utilizada para o extrato bruto, enquanto que para a analise de agucares
presentes na fracdo hidrofilica do extrato hidrolisado, uma fase moével menos hidrofébica
composta por Cloroférmio:Metanol:Agua (65:25:4) foi utilizada. Apos eluicdo, as placas
foram jateadas com solucdo de acido sulfurico 55% contendo Orcinol (0.28%) e reveladas a
80°C por 5 minutos. Os raminolipideos produzidos por P. aeruginosa PAO1 foram utilizados
como padrdo interno. Para a analise de acuUcares, padrdes de aglcares da Sigma em

concentracdo de 5 mg/mL foram utilizados.

4.4.2.2. CROMATROGAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA - HPLC

Os biossurfactantes extraidos a partir dos sobrenadantes livres de células dos cultivos
das cepas B. kururiensis KP23", B. kururiensis LMM21 e P. aeruginosa PAO1 foram
isoladas da mistura com a utilizacdo de um HPLC equipado com um degaseificador DGU-
20A5, um cromatografo liquido LC-20AT, um auto-amostrador SIL-20A, um forno CTO-
20A, detector de indice de refragdo RID-10A, um detector de arranjo de diodo SPD-M20A,
um coletor de fragdes FRC-10% e um modulo de comunicagdes CBM-20A (Shimadzu, Kyoto,

Japan). A separacdo foi realizada em coluna C18 (150 X 4.6 mm, Shimadzu) em um método
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de gradiente utilizando acetonitrila-H3PO,4 (3.3 mM), apresentado na Tabela 5, em fluxo de
1,0 mL/min.

Tabela 5. Gradiente de eluicdo das amostras contendo biossurfactantes em HPLC.

Tempo (min) % acetonitrila % H3PO4 (3.3 mM)
0-50 2-60 98-40
51-64 60-100 40-0
65-80 100 0
81-90 100-2 0-98
91-100 2 98

Fracdes foram coletadas a cada 3 min. e a presenca de espécies de
raminolipideospideos em fra¢des individuais (39-51 min) foram determinadas utilizando um
método colorimétrico (reacdo de orcinol) para a identificacdo de raminose. Para isto, as

amostras foram secas e ressuspensas em volume igual de agua.

4.4.2.3. ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO POR TRANSFORMADA DE
FOURIER (FTIR)

As analises dos extratos brutos dos biossurfactantes produzidos por B. kururiensis
KP23"T e LMM21 foram caracterizadas por FTIR com o sistema de espectroscopia Nicolet
Magna-IR 760. As amostras com peso fixo foram uniformemente espalhadas em discos de
KBr pré-pressurizados transldcidos. Os discos foram secos em um forno infravermelho para a
remogcao de solventes residuais. Os espectros, entdo, foram coletados em resolugdo de 4 cm™ e

cada background dos discos de KBr utilizados foi utilizado como branco da amostra.

4.4.2.4. CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DOS BIOSSURFACTANTES POR
LTQ-ORBITRAP VELOS MS

Todos os reagentes utilizados nesta etapa do trabalho foram obtidos na Tedia Brazil
(Rio de Janeiro, RJ), sendo reagentes analiticos (grau HPLC).

Para a analise em Orbitrap, foram utilizados os extratos obtidos a partir da producgéo
em meio MSP suplementado com glicerol. Todas as amostras foram ressuspensas em

metanol:cloroférmio:2-propanol em propor¢do 1:2:4(v/v/v), contendo 7.5 mM de acetato de
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amonio, sendo entdo centrifugadas a 12.000 x g por 5 minutos, para a precipitacdo de
quaisquer contaminantes.

As amostras de biossurfactantes foram analisadas por injecdo direta em um LTQ
OrbitrapVelos (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Alemanha) equipado com uma fonte de
ionizacgdo do tipo nanoelectrospray, utilizando capilares de nanofluxo (PicoTip Emitter, Glass
Tip, coating 1P-4P, New Objective, MA, USA), com a voltagem de ionizagéo de 2.0 kV e a
temperatura de transferéncia do capilar a 180°C. Cada ciclo de aquisi¢do de dados consistiu
em uma busca no Orbitrap sob poder de resolu¢do de massas de 60 000 (FWHM, a m/z 400)
na faixa de m/z de 100-2.000 Da, seguido por uma fragmentacdo em MS2 dos ions
precursores mais abundantes por CID (collision-induced dissociation) no linear trap ou na
célula de HCD (higher energy collision-induced dissociation). fons precurssores foram
analisados dentro da faixa de m/z de 400-800 Da e fragmentos foram detectados no Orbitrap
em resolucdo de 60.000. Energias de colisdo normalizadas de 35% no CID e 50% no HCD
foram utilizadas para a fragmentacdo dos ions no Orbitrap.

O calculo das formulas quimicas das medidas precisas dos valores de m/z e
processamento de dados dos EICs (Extracted lon Current) foram concluidas no programa
Xcalibur 2.0 (Thermo Fisher Scientific Inc. Co.). EICs de alta resolucdo foram obtidos pelo
processamento do espectro em full scan, sendo utilizados ions que potencialmente sdo
referentes a raminolipideos com uma tolerancia de massa de 15 ppm. Os ions potencialmente
candidatos foram obtidos pelo célculo da massa isobarica com o programa ISOPRO v3.1.

Quantificacao relativa dos biossurfactantes: A quantificacdo relativa das populacdes
de biossurfactantes foi realizada a partir do espectro em modo full scan, a partir do qual foram
observadas as integrais das areas relativas dos ions moleculares referentes as espécies de
raminolipideos. A partir desta relacdo, foi realizado um calculo, determinando a relagdo entre
porcdo hidrofilica e hidrofébica dos biossurfactantes produzidos, afim de se chegar a um fator

de conversdo para a dosagem de raminose por orcinol.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. CULTIVO E PRODUCAO DOS BIOSSURFACTANTES

Como citado anteriormente a via biossintética dos raminolipideos em P. aeruginosa
envolve trés reacdes sequénciais (Figura 2). A primeira reacdo é catalisada pela enzima RhlA,
que emprega acidos graxos [-hidroxilados como substratos, seguido pela raminosil-
transferase 1 (RT1) que utiliza dTDP-L-raminose como seu substrato, gerando os mono-
raminolipideos (Ochsner et al. 1994). Os mono-raminolipideos e DTDP-L-raminose Ssao
substratos para a raminosil-transferase 2 (RT2), formando os di-raminolipideos (Rahim et al.,
2001). A RT1 compreende uma proteina associada a membrana, RhIB, enquanto RT2
corresponde a uma proteina de cadeia simples, RhIC (Rahim et al. 2001).

A utilizacdo da Burkholderia kururiensis como hospedeiro heterdlogo mostrou-se
promissora ja que ha uma proximidade filogenética entre os géneros Pseudomonas e
Burkholderia. Por ser um simbionte vegetal e de vida livre, ndo apresentando marcas de
viruléncia, B. kururiensis apresenta uma vantagem importante em relacéo a P. aeruginosa. Os
biosurfactantes produzidos por uma linhagem geneticamente modificada, B. kururiensis
LMM21 foram caracterizados (Tavares, 2012), onde identificou-se que esta cepa era
produtora de raminolipideos, demonstrando também grande capacidade de produzir
raminolipideos em presenca de diferentes fontes de carbono.

Nesta primeira parte do trabalho os biossurfactantes da B. kururiensis LMM21 foram
produzidos, isolados, quantificados e comparados aos glicolipideos produzidos pela B.
kururiensis KP23" e pela P. aeruginosa PAOL.

E valido ressaltar que os ensaios envolvendo a producdo e comparaces dos
biossurfactantes obtidos foram realizadas em meio MSP suplementado com diversas fontes de
carbono, porém para a segunda etapa, de caracterizacao, os biossurfactantes foram extraidos

apenas do meio de cultivo MSP contendo glicerol como Unica fonte de carbono.

5.1.1. QUANTIFICACAO DOS GLICOLIPIDEOS

Uma vez que as cepas foram cultivadas, a producdo de raminolipideos foi quantificada
por equivalentes de raminose. Na Figura 18, atraves do ensaio de orcinol, conseguimos medir
indiretamente os equivalentes de raminose, que posteriormente foram convertidos a

raminolipideos. Podemos ver que a cepa B. kururiensis KP23" apresentou producéo de
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0,78g/L de raminolipideos e a cepa de P. aeruginosa 4,09 g/L. J& a cepa geneticamente
modificada (LMM21) apresentou a producdo de 5,63 g/L de raminolipideos. Assim,
observamos que hd um aumento significante na cepa LMM21 quando comparada as outras

cepas selvagens, sendo maior inclusuve do que a prépria P. aeruginosa PAOL.

Producao de Ramnose
MSP + Glicerol

7,0

6,0

50

4,0

3,0

2,0

Raminolipideos (g/L)

1,0

0,0 -

cepas
m Bk KP23 | MM21 PAO1

Figura 18. Anélise de producéo de raminose nas trés diferentes cepas em meio minimo, utilizando
glicerol como fonte de carbono. Neste grafico podemos avaliar que a cepa recombinante LMM21 apresenta

maior producdo de glicolipideos do que as cepas selvagens.

5.1.2. DIVERSIFICACAO DAS FONTES DE CARBONO PARA A PRODUCAO
DE BIOSSURFACTANTES

Como anteriormente citado, a investigacdo envolvendo a utilizacdo de diferentes
fontes de carbono para a producdo de biossurfactantes foi conduzida a partir das cepas
selecionadas nos dois screenings. Assim, foram testadas inicialmente, para a cepa B.
kururiensis KP23" e B. kururiensis LMM21, em 13 diferentes fontes de carbono (glicerol;
oleo de oliva; 6leo de soja; Oleo de canola; 6leo de milho; 6leo de girassol; dleo de babacu; n-
hexadecano; 6leo mineral; éleo de motor; biodiesel metilico de soja; glicerina bruta e 6leo
diesel) (Figura 19). Observa-se que em diferentes fontes de carbono a produgdo dos
raminolipideos é diferenciada e os meios contendo glicerol, glicerina bruta, éleo de girassol,

oleo de milho, 6leo de babacu e biodiesel apresentaram melhores indices de producdo de
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raminolipideo por ceélulas viaveis, chegando a ser cinco vezes superiores aos indices
encontrados quando outros substratos foram testados.

Neste caso, um resultado interessante foi a producdo de raminolipideos a partir da
glicerina bruta, uma vez que o acumulo nas industrias desta matéria-prima tem sido uma

grande problematica devido a falta de lugares para estocagem e tratamento para purificacao.
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Figura 19. Rendimento da produgdo de raminolipideos ao fim de 240 horas de cultivo em meio MSP

suplementado com diferentes substratos.

5.2. CARACTERIZACAO DOS RAMINOLIPIDEOS PRODUZIDOS PELA CEPA
LMM21

5.2.1. CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA

As propriedades fisico-quimicas dos raminolipideos produzidos pela cepa B.
kururiensis LMM21, presentes no sobrenadante livre de células, foram verificadas através da
medida da emulsificacdo do sobrenadante com diferentes substratos (Figura 20) e da medida

da reducéo da tensdo superficial pelo sobrenadante (Figura 21).
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Quando sdo analisados os aspectos fisico-quimicos dos biossurfactantes produzidos
pela cepa B. kururiensis LMM21, é possivel observar que como foi feita a mistura de
homdlogos, também é possivel observar que a producdo resultante determina propriedade
diferenciadas no biossurfactante, e mesmo com pequenas mudancas na composicdo da
mistura pode resultar em grandes efeitos nas suas propriedades fisico-quimicas (Tabela 6).

Como pode ser observado na Tabela 6, houve novamente uma grande variagdo nos
indices de emulsificacdo, o que pode estar relacionado a natureza da mistura de
raminolipideos produzidos, assim como a presenca de interferentes presentes no sobrenadante
livre de células. Portanto, os melhores resultados foram alcancados a partir dos meios
suplementados com glicerol, com uma média de indice de emulsificacdo de 55,2 %, seguido
pelos meios suplementados com glicerina loira, n-hexadecano, 6leo de oliva e de diesel (64,9,
62,1, 58,6 e 55,2 % respectivamente).

E sabido que a fonte de carbono utilizada na producio dos raminolipideos pode
influenciar na mistura de biossurfactantes sintetizadas pelas células (Abdel-Mawgod et al,
2011). De fato, foi interessante a investigacdo de outros substratos para emulsificacdo. Neste
caso, as melhores fontes de carbono para emulsificacdo por biossurfactantes da B. kururiensis
LMM21 em relacéo a B. kururiensis KP23" (Figura 20) foram a glicerina bruta, o 6leo de
motor, o 6leo diesel e 0 n-hexadecano, enquanto que para a B. kururiensis KP23", embora o
6leo de soja também tenha rendido bons resultados, as melhores fontes de carbono para

emulsificacdo foram o 6leo de milho e o dleo de girassol.

Tabela 6. Produgdo de raminoipidios (g/L), indice de Emulsificacio (E24%) e Tensdo Superficial
(mN/m). A partir do sobrenadante livre de células obtidos ap6s cultivo da cepa B. kururiensis LMM21 em meio
MSP suplementado com diferentes fontes de carbono, por 240 horas de cultivo, em funcdo da emulsdo com

diferentes substratos.

Substrato Raminolipideos Emulsificacdo Tensao superficial
(g/L) (%) (mN/m)

Glicerol 7,43 55,2 31,0
Oleo de oliva 1,61 58,6 30,2
Oleo de soja 0,77 51,7 30,8
Oleo de canola 1,91 48,5 30,0
Oleo de Milho 3,34 6,9 33,2
Oleo de Girassol 3,98 17,2 33,3
Oleo de Babagu 3,33 55,2 30,9

N-hexadecano 0,25 62,1 35,7
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Oleo Mineral 0,28
Oleo de motor 0,29
Biodiesel de soja 3,38
Glicerina loira 5,09
Oleo diesel 0,96

44.8
31
56,7
64,9
55,2

46,9
48,5
33,3
32,8
31,4
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Figura 20. indice de emulsificacio dos sobrenadantes oriundos do cultivo em MSP envolvendo as cepas

B. kururiensis KP23" e B. kururiensis LMM21, suplementados com suas respectivas fontes de carbono.

Os valores de tensdo superficial (Figura 21) apresentam valores similares e estdo de

acordo com os valores descritos na literatura para biossurfactantes que ficam entre 25 e 40

mN/m, exceto o valor encontrado para o n-hexadecano, 6leo mineral e 6leo de motor que

apresentaram o indice acima de 40,0 mN/m.
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Figura 21. Tensdo Superficial dos sobrenadantes oriundos do cultivo em MSP envolvendo as cepas B.
kururiensis KP23" e B. kururiensis LMM21, suplementados com vérias fontes de carbono.

5.2.2. CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DOS BIOSSURFACTANTES
5.2.2.1. CROMATROGAFIA EM CAMADA DELGADA

Andlises do extrato bruto e do extrato bruto hidrolisado dos biossurfactantes
produzidos pelas cepas P. aeruginosa PAO1, B. kururiensis KP23" e B. kururiensis LMM21
foram realizados em placas de vidro contendo silica. Diferentes sistemas foram testados,
porém ao fim dos testes, foi utilizado o metodo descrito por Howe e colaboradores (2008)
com modificagbes a qual uma fase mével composta por Cloroférmio:Metanol:Acido acético
(80:18:2) foi utilizada para o extrato bruto, enquanto para a analise de agUcares presentes na
fracdo hidrofilica do extrato hidrolisado, uma fase mével menos hidrofébica composta por
Cloroférmio:Metanol:Agua (65:25:4) foi utilizada. Ap6s eluicdo, as placas foram jateadas
com solucdo de &cido sulfurico 55% contendo Orcinol (0.28%) e reveladas.
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Os raminolipideos produzidos por P. aeruginosa PAO1 foram utilizados como
padrdo interno e para a analise de acucares, padrdes de aglcares a uma concentracdo de 5
mg/mL foram utilizados.

Portanto, com base nas condi¢des otimizadas, foram realizadas as analises do extrato
bruto produzido pela cepa B. kururiensis LMMZ21. A Figura 22 apresenta 0s resultados

observados neste experimento.

Figura 22. Andlise do extrato bruto por cromatografia em camada delgada dos biossurfactantes
produzidos pela cepa B.kururiensis LMM21 e B. kururiensis KP23', utilizando como padrdo interno o

raminolipideo produzido pela P. aeruginosa PAO1.

Logo, como pode ser observado na Figura 22, os perfis de elui¢do séo similares entre
0s extratos brutos dos biossurfactantes produzidos pelas cepas B. kururiensis LMM21, B.
kururiensis KP23" e P. aeruginosa PAOL. Para as trés cepas observa-se a presenca de duas
bandas principais, que seriam equivalentes aos mono-raminolipideos (Rf = 0,98) e di-
raminolipideos (Rf = 0,75 para PAOL e B. kururiensis LMM21, e 0,70 para B. kururiensis
KP23"). Este resultado nos permite deduzir que o biossurfactante produzido pela cepa B.
kururiensis LMM21 € uma confirmacdo que glicolipideo produzido é raminolipideo, uma vez

que apresenta Rf similar a da cepa PAQO1, utilizada como padrdo em nossos experimentos,
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além do fato das bandas terem sido reveladas por um reagente especifico para pentoses e

hexoses (orcinol).

5.2.2.2. CROMATROGAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA - HPLC

Os biossurfactantes extraidos a partir dos sobrenadantes livres de células dos cultivos
das cepas B. kururiensis KP23'", B. kururiensis LMM21 e P. aeruginosa PAO1 foram
separados da mistura e analisados por cromatografia. Nesta separacdo foi realizada a
identificacdo da fracdo hidrofilica, contendo a porgéo glicidica do biossurfactante, este ensaio
foi realizado a fim de ratificar os resultados anteriormente obtidos na cormatografia em

camada delgada.

Como pode ser observado na Figura 23, o perfil de eluicdo dos biossurfactantes
produzidos pela cepa B. kururiensis LMM21 é mais similar ao da cepa P. aeruginosa PAO1
do que o observado para a cepa B. kururiensis KP23". Assim, é possivel observar que o tempo
de eluicdo ocorre em um ponto mais hidrofoébico do gradiente de acetonitrila, onde existe a
separacdo em dois grupos. A primeira elui¢do da coluna ocorre com um percentual entre 90 e
100% de acetonitrila (B.kururiensis KP23"), e a segunda eluicdo ocorre completamente apés a
manutencdo do percentual de acetonitrila do gradiente em 100% (P. aeruginosa e B.
kururiensis  LMMZ21), indicando uma maior hidrofobicidade das amostras.

Assim, podemos também analisar as fracGes obtidas (Figura 23) e observar que o
tempo de eluicdo das fracdes correspondentes a cepa recombinante e a P. aeruginosa PAO1
apresentam um perfil cromatogréafico semelhante, enquanto a cepa de B. kururiensis exibe um
tempo de retencdo menor. Isto indica que o biossurfactante produzido pela cepa B kururiensis
LMM21 apresenta afinidade quimica com a coluna similar ao raminolipideo produzido pela

P. aeruginosa PAO1.
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Figura 23. Perfil cromatografico das amostras obtidas por HPLC das cepas de B. kururiensis LMM21 (azul),

B. kururiensis KP23T (verde) e P. aeruginosa PAO1 (vermelho).

5.2.2.3. ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO POR TRANSFORMADA DE
FOURIER (FTIR)

As anélises dos extratos brutos dos biossurfactantes produzidos pela B. kururiensis
KP23" e B. kururiensis LMM21 e P. aeruginosa PAO1 foram caracterizadas por FTIR, onde
foram encontradas frequéncias de absorcdo caracteristicas das ligacGes correspondentes a
raminose.

Na figura abaixo (Figura 24) podemos observar as vibracdes em 3400-3350 cm™
equivalentes a vibracdo de deformacéo axial da ligagdo O-H do acgucar e sua intensidade pode
ser explicada por formacdo de ligacdo de hidrogénio entre moléculas. De fato, esta vibragédo
provavelmente é do acgucar, pois, se fosse correspondente ao acido graxo esta freqiiéncia de
vibracdo sofreria um deslocamento para a regido de 3300-2500 cm™. Em 2970-2830 cm™
podemos observar as deformacgfes correspondentes a vibragdes axiais antissimetricas e
simétricas da ligacdo C-H de CH3; e CH,. Em 1737 cm™ temos a vibracdo correspondente a
deformacéo axial de C=0 de ester. Em 1574 cm™ temos a deformacao angular da ligacéo C-

H de alquenos também apresentando duplete em 984 cm™. Em 1320-1210 cm™ temos a
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vibracdo correspondente a deformacéo axial de O-C-C de 4cidos carboxilicos e em 1053 cm™
podemos observar a vibracdo de ligacdo C-O-C axial que para compostos ciclicos sabemos
que ha uma reducdo na frequéncia de vibracdo com maior tensdo no anel — em compostos

alifaticos a deformacéo fica entre 1150-1085 cm™.
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Figura 24. Espectro de absor¢do na regido do infravermelho das cepas B. kururiensis LMM21, B. kururiensis

KP23' e P. aeruginosa PAOL.

5.2.2.4. CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DOS BIOSSURFACTANTES POR
LTQ-ORBITRAP VELOS MS

A certificacdo das andlises realizadas por CCD e HPLC precisavam ser confirmadas
com uma técnica de mais alta precisdo, por isso foi utilizado o ESI-LTQ Orbitrap Velos MS,
com injecdo direta por um capilar de nanofluxo, o que elimina o problema da retencéo por
alguma matriz, aléem de adicionar a vantagem da fragmentacéo das espécies investigadas. A
alta sensibilidade e seletividade deste aparelho e grande poder de resolugdo forneceu
espectros de massa por transformada de Fourier. Uma vantagem da utilizagdo deste aparelho

foi a resolugdo de isobaros e compostos com massa idéntica, mas com cadeias de &cidos
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graxos diferentes. A Tabela 7 abaixo apresenta os resultados obtidos, mostrando as espécies

de raminolipideos identificadas ap6s fragmentacéo nas células de colisao.

Assim, os biossurfactantes produzidos pela cepa LMM21 foram confirmados como

sendo raminolipideos. A anélise por ESI-LTQ-Orbitrap-Velos MS resultou na identificagdo de

um total de 28 espécies diferentes de raminolipideos, alguns dos quais estdo representadas na

Figura 25.

Tabela 7. Espécies de raminolipideos identificadas pela andlise do extrato bruto obtido apds cultivo da cepa

B.kururiensis LMM21 em MSP contendo glicerol como substrato, por injecdo direta em ESI-LTQ-Orbitrap

Velos-MS.

Espécie Formula molecular  Tfon Molecular lons de fragmentac&o

M) (m/z)

Rha-CgCs C22H4009 447 141, 163, 283, 305
Rha-CgCyp C24H1409 475 141, 163, 169, 305, 311
Rha-C1,Csg C24H1409 475 141, 163, 311, 333
Rha-C1oCig Co6Has09 503 163, 169, 333, 339
Rha-C1oCi21 CasHs00g 529 169, 195, 333, 365
Rha-C12:1C1o Ca2sHs5009 529 169,195, 359, 365
Rha-C1oCi, CogHs5209 531 163, 169, 197, 333, 367
Rha-C1,Cyg CosHs5209 531 163, 169, 197, 361, 367
Rha-C19Cis C30Hs609 559 163, 169, 225, 333, 395
Rha-C14C1o Cs3oHs609 559 163, 169, 225, 389, 395
Rha-C;,C1 C30Hs609 559 163, 197, 361, 395
Rha-C;,Cyy Cs32Hg009 587 163, 197, 225
Rha-C10Cis Cs32Hg009 587 163, 169, 253
Rha-C14Ciy C34He209 615 451
Rha-Rha-CgCyp C30H54013 621 141, 163, 169, 311, 451
Rha-Rha-C;,Cs Csz0Hs54013 621 141, 163, 169, 311, 479
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Rha-Rha-C;,Cio Cs2Hs5013 649 163, 169, 339, 479
Rha-Rha-C,Cy C3z4H62013 677 103, 119, 163, 169, 197, 479
Rha-Rha-C,Cyg C34He2013 677 103, 119, 163, 169, 197, 507
Rha-Rha-C10Ci4:1 Cs6Hs4013 703 163, 169, 223, 393, 479, 533
Rha-Rha-C;,Ci21 Cs6He4013 703 163, 197, 393, 507
Rha-Rha-C1oCi4 C36He6013 705 163, 169, 225, 395, 479
Rha-Rha-C14Cio Cs6He6013 705 163, 169, 225, 395, 535
Rha-Rha-C,Cy; Cs6Hes013 705 163, 197, 395, 507
Rha-Rha-C10Cis CssH70013 733 163, 169, 253, 422, 479
Rha-Rha-C1C1o CasH70013 733 163, 169, 253, 422, 563
Rha-Rha-C1,Cy4 CsgH70013 733 163, 197, 225, 422, 507
Rha-Rha-C14Cy» CssH70013 733 163, 197, 225, 422, 535
5033gaha-cmc10

8 :z Rha-Rha-C,4C
e

iz . Rha-Rha-CCyo B51.39
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Figura 25. Andlise por full scan dos raminolipideos produzidos pela cepa B.kururiensis LMM21,
identificados por ESI-LTQ-Orbitrap hybrid MS.
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Foram detectados uma populacdo de espécies produzidas em torno de 65% como
mono-raminolipideos, observando-se também uma grande variedade no tamanho das cadeias
de &cido graxo, com cadeias entre Cg e C15. Um espectro isolado de um di-raminolipideo, com

a sua fragmentacao pode ser observado na Figura 26.
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Figura 26. ldentificacdo dos isobaros Rha-Rha-CgC,y € Rha-Rha-C,,Cg, produzidos pela cepa B.
kururiensis LMM21. Os produtos da fragmentacéo (MS?) do fon 621,3483 a partir da anélise dos fragmentos do

fon precursor tipicos dessas espécies.

A importancia da utilizacdo desta técnica é que quando parte da populacdo ndo é
identificada na verdade é caracterizado como sendo um composto com um arranjo de cadeias
de acido graxo diferente. Por exemplo, no lugar de apenas mono- e di-raminolipideos com
cadeias C1,Cy,, a andlise por orbitrap resultou na identificacdo também de espécies com a
porcdo hidrofobica contendo cadeias do tipo Ci10Ci4 € C14Cio. Esses dados ressaltam a
importancia da fragmentacdo para a identificacdo exata das espécies produzidas, pois, de
outra forma, a mesma pode ser tanto subestimada como superestimada, devido a falta de
informacgdo que permita definir espécies com mesma massa, mas com diferente estrutura

molecular.

N&o foram observadas cadeias de acidos graxos como C14Cy6 dentre as identificadas
pela analise em Orbitrap, 0 que, como previamente discutido, € atipico para bactérias

pertencentes ao género Burkholderia, que tipicamente produzem raminolipideos com cadeias
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longas de acido graxo. A populacéo de raminolipideos produzidos por B. kururiensis LMM21
contém ndo somente espécies descritas como tipicas para Burkholderia, mas algumas
relacionadas ao género Pseudomonas, como mono- e di-raminolipideos contendo cadeias de
acido graxo Cg-Cg, Cg-C1o, C10-Ci10, C12-C121, C10-Ci0:1, C10:1-Cio, Cg-Ci2:1, C12:1-Cg € Cyo-
Cu41, além das novas espécies identificadas, C10-C1s € C16C10. Um fator que pode estar
relacionado a este fendmeno € a distancia filogenética de B. kururiensis (Suarez-Moreno et
al., 2012) em relacdo as espécies de Burkholderia produtoras de raminolipideos, como ja

previamente discutido.

A Figura 27 apresenta o isolamento de um pico isobarico de Rha-Rha-Cy,Cio,

exemplificando o poder de resolucéo do aparelho.
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Figura 27. Isolamento do pico isobarico de Rha-Rha-C1oCyq de B. kururiensis LMM21. A anélise foi

realizada por ESI-LTQ-Orbitrap hybrid MS e o isolamento ilustra um melhor poder de resolu¢do do instrumento,

dentro dos pardmetros designados do experimento.

Foi possivel também notar uma grande diferenca entre as espécies produzidas por B.
kururiensis KP23" e LMM21. Onde foi observada modificacdo no percentual de espécies de
raminolipideos. Enquanto a producdo da B. kururiensis KP23' é formada por 88,70% de di-

raminolipideos, a B. kururiensis LMM21 esta em aproximadamente 35%. Na Tabela 8 tem-se
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a quantificacdo relativa das especies de raminolipideos, produzidas pela LMM21, que foram

detectados pela técnica.

Tabela 8. Quantificacdo relativa da populagdo de raminolipideos produzidos pela cepa B.kururiensis
LMM21. A analise foi realizada por injecéo direta em ESI-LTQ-Orbitrap Velos MS.

fon Molecular Composto Formula Intensidade Intensid.
molecular relativa
Mono-raminolipideos

475,2935 Rha-Cg-Cyo C24H4409 2034986,6 16,33
Rha-C;o-Cg

501,3091 Rha-C10-Ci0:1 Ca6H1609 146086,9 1,17

503,3245 Rha-C;o-C1g CasHs5009 5009293,5 40,19

529,3394 Rha-C1oC121 CasHs5009 674337,8 5,41
Rha-C12:1Cio

531,3546 Rha-C10C12 CasH5,09 319868,8 2,57
Rha-C;,Cqo

Total 65,66 %
Di-raminolipideos

479,2513 Rha-Rha-Cy Ca2H40011 92088,4 0,74

505,3298 Rha-Rha-Cjz:1 C24H42011 281676,2 2,26

621,3511 Rha-Rha-CgCo C30H54013 651174,9 5,22
Rha-Rha-C1g- Cg

649,3826 Rha-Rha-C;0-Cyo Cs2Hs8013 2611029,5 20,95

675,3972 Rha-Rha-C10-C121  CasHgoO13 321299,7 2,58
Rha-Rha- C;5.1C1g

677,4124 Rha-Rha-C10-Cy» Cs4Hs2013 323276,7 2,59
Rha-Rha- C1,Cqg

Total 34,34 %
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Tabela 9. Quantificacdo relativa da populacdo de raminolipideos produzidos pela cepa P. aeruginosa PAOL. A

analise foi realizada por injecao direta em ESI-LTQ-Orbitrap hybrid MS.

fon Molecular Composto Foérmula Intensidade Intensid.

molecular Relativa

Mono-raminolipideos

475,2909 Rha-Cs-Cyo C24H4409 40138228 4,58
Rha-C;o-Cg
503,3221 Rha-C;o-C1g C26H4509 78006304 8,91
Total 13,49 %
Di-raminolipideos
505,3284 Rha-Rha-Ci,:1 C24H42011 3571533,5 0,41
593,3183 Rha-Rha-Cs-Cg CasHs50013 4930348 0,56
621,3495 Rha-Rha-Cs-C1g C3oHs54013 139628304 15,94
Rha-Rha-C1o-Cg
647,3655 Rha-Rha-C10-Cy0:1 C32Hs6013 5117084,5 0,58
649,3802 Rha-Rha-C10-Cyo Cs2Hs8013 523157248 59,74
675,3961 Rha-Rha-C0-C12:1 Cs4Hs0013 39422976 4,50
Rha-Rha-Cj.1-Cyo
677,412 Rha-Rha-C;o-C1; Ca4H62013 41787280 4,77
Rha-Rha-C1,-C1g
Total 86,51 %

Como pode ser comparado nas tabelas acima, existe diferenca em relacdo a proporcao
de mono e di-raminolipideos produzidos pela LMM21, quando comparada a PAOL1. Enquanto
a primeira produz 65,7% de mono-raminolipideos, a segunda produz apenas 13,5%. Uma vez
que algumas espécies existem apenas como subpopulacfes, estas ndo entraram nos calculos
pois ndo sdo significativas no célculo de proporgédo entre as espécies. Porém é importante
observar que quando comparados ao numero de espécies pertencentes, ha uma discrepancia
significativa a cada grupo a qual significa novamente que a estratégia molecular envolvida na
construcdo da cepa LMM21 foi bem sucedida, ja que foi detectada uma producdo maior de
mono-raminolipideos. Embora ndo seja determinante para a concentracdo final de cada
espeécie, e valido observar que 88,70 % das espécies produzidas pela cepa selvagem sdo di-

raminolipideos.
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E interessante observar que, mesmo que seja em maior quantidade, a LMM21 n3o
concentra sua producdo total em mono-raminolipideos, que seria esperado, uma vez que a
estratégia molecular envolve a superproducdo da enzima envolvida na sintese de mono-

raminolipideos.

E interessante ressaltar também que a predominancia de mono- ou di-raminolipideos
pode interferir consideravelmente nas propriedades fisico-quimicas da mistura produzida,
devido as variagdes no balanco relativo do aglcar (hidrofilico) e das cadeias de &cido graxo
(hidrofébicos). A investigacdo das populacGes produzidas torna-se interessante para a
formulacdo de novas misturas de surfactantes, direcionando a producdo para reacdes
desejaveis e com aplicacbes especificas. As propriedades de uma mistura de biossurfactantes
podem interferir em processos como adsor¢do, agregacdo e micelizagdo, afetando a
solubilizacdo, suspensdo, dispersdo e outras possiveis aplicacbes (Placwa-Plociniczak et al.,
2011). Quando aplicadas a biorremediacdo, a composi¢cdo da mistura de raminolipideos pode
diretamente afetar seu desempenho como carreadores de contaminantes e sua habilidade de
aumentar a biodisponibilidade desses no meio ambiente. Por exemplo, di-raminolipideos
apresentam uma capacidade reduzida de solubilizagdo do fenantreno que mono-
raminolipideos, mas podem, no lugar, aumentar sua disponibilidade por micelizacdo. Espécies
de raminolipideos com propriedades de reducdo da tensdo superficial podem facilitar o

transporte de agentes poluentes adsorvidos em solos (Mata-Sandoval et al., 1999).
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6. CONCLUSOES

A utilizacdo da bactéria B. kururiensis como hospedeira heteréloga para expressdo dos
genes rhlA e rhIB de P. aeruginosa, que gerou a cepa LMM21, mostrou-se como uma
estratégia promissora. Dentre outras cepas recombinantes anteriormente testadas (dados néo
mostrados), a cepa B. kururiensis LMM21 destacou-se por uma producdo significantemente
aumentada de biossurfactante. Ensaios iniciais envolvendo este microorganismo resultaram na
producdo de raminolipideos em taxas superiores até mesmo que a cepa controle P. aeruginosa

PAOQ1, certificando o potencial da cepa recombinante.

Observou-se também, no presente trabalho, através da caracterizacdo fisico-quimica,
que a superexpressao das enzimas RhIA e RhIB resultou na melhoria do indice emulsificacdo
guando comparado a cepa selvagem. Esta melhoria foi observada principalmente nos meios
suplementados com glicerina loira, n-hexadecano, 6leo de oliva e diesel. Nos valores da
tensdo superficial pudemos ver que as cepas apresentaram valores similares e estdo de acordo
com os valores descritos para biossurfactantes que ficam entre 25 e 40 mN/m, exceto para 0s
valores correspondentes ao n-hexadecano, 6leo mineral e 6leo de motor, que ficaram acima de
40,0 mN/m.

A caracterizacao estrutural da mistura de raminolipideos gerou a identificacdo de 28
espécies de raminolipideos diferentes, em proporcdes distintas. Uma grande diferenca na
propor¢do de mono-raminolipideos (65,7%), em relacdo ao padrdo P. aeruginosa PAO1
(13,8%) foi observada, o que pode mudar os tipos de aplicacdes a serem realizados, em
funcdo das diferentes propriedades fisico-quimicas resultantes desta variacéo.

Neste estudo também pudemos ver que a utilizacdo de uma ferramenta analitica
poderosa, tal como o ESI-LTQ Orbitrap-Hybrid MS, com injecdo direta através de um sistema
nanofluxo capilar, tem sido um instrumento fundamental para caracterizagdo de compostos
desconhecidos (Perry et al. 2008). Sua alta seletividade e poder de resolucdo nos
proporcionaram melhores espectros de massas por transformada de Fourier do que os métodos
que tinham anteriormente testados, LC-ESI-MS ou MALDI-TOF-MS2, que sdo normalmente
usados para estrutural caracterizagdo de biossurfactantes. Além disso, esta estratégia provou

ser mais agil do que os métodos anteriores.
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8. ANEXO |

Este projeto de curso gerou um artigo publicado na revista Appl. Microbiol.
Biotechnology.
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