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RESUMO

Os soforolipidios sé@o glicolipidios extracelulares que apresentam uma molécula de
soforose (p-glicopiranosilOO 00000 0-D-glicopiranose) conectada em sua
extremidade redutora a diferentes acidos graxos, podem ser acidicos ou lactdnicos e
sua estrutura quimica influéncia nas suas aplicagcbes. Esses compostos séo
promissores biossurfactante, produzidos pela levedura Candida bombicola e
possuem diversas aplicacbes destacando na éarea da saude, com agente
antimicrobiano. No presente trabalho foram produzidos soforolipidios de C.
bombicola em residuo lipidico da indastria avicola, esses foram caracterizados e
posteriormente aplicados contra as bactérias Gram-negativas Proteus mirabilis,
Escherichia coli, Salmonella enterica subsp. enterica; e Gram-positivas Enterococcus
faecium, Staphylococcus aureus e Streptococcus mutans. A fermentagdo foi
realizada em biorreator de bancada com volume operacional de 4 L do meio de
fermentacdo em (g L™): 77,5 de glicose, 2,5 de extrato de levedura, e 75 de gordura
da industria de frango, 30°C, aeracao 1,0 vwvm e agitacdo de 450 rpm. A producao
atingiu 27,86 g L™ com produtividade de 1,16 g L™ h™ em 120h. Pelas diferentes
técnicas analiticas (CCD, CLAE, UHPLC MS/MS), foi possivel caracterizar
estruturalmente os soforolipidio produzidos destacando 73,55 % de formas acidicas
com o acido graxo linoleico (C18:2) monoacetilado, e 26,44 % lacténicos com acido
oleico (C18:1) diacetilado. Quanto a atividade antibacteriana as bactérias
submetidas a exposicdo com soforolipidios apresentaram reducédo de viabilidade,
nas doses de 500 pug/ml e 2000 pg/ml para as bactérias Gram positivas e Gram
negativas respectivamente.

Palavras-chave: Soforolipidio. Candida bombicola biossurfactante. Propriedades
antibacterianas. Residuo lipidico. Métodos analiticos. UPLC
MS/MS. HPLC. Caracterizacéo estrutural.
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ABSTRACT

Sophorolipids are extracellular glycolipids that have a molecule of sophorose (D-
Glucopyranosyl OO OOOOOO-D-glucopyranose) connected at their reducing end to
different fatty acids, can be acidic and lactonic and their chemical structure influences
their applications. They are promising biosurfactants produced by the yeast Candida
bombicola and have several applications highlighting the area of health, with an
antimicrobial agent. In the present work, C. bombicola sophorolipids were produced
in the lipidic residue of the poultry industry. These were characterized and later
applied against Gram-negative bacteria: Proteus mirabilis, Escherichia coli,
Salmonella enterica subsp. enterica; and Gram-positive: Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, and Streptococcus mutans. Fermentation was performed in
a bench-fed bioreactor with a 4 L operating volume of the fermentation medium in (g
L-1): 77.5 glucose, 2.5 yeast extract, and 75 chicken fat, 30 ° C, 1.0 vvm aeration
and stirring at 450 rpm. The production reached 27.86 g L-1 with a productivity of
1.16 g L-1 h-1 in 120h. By the different analytical techniques (TLC, HPLC, UHPLC
MS / MS), it was possible to characterize structurally the sophorolipid produced by
highlighting 73,55% of acidic forms with monoacetylated linoleic fatty acid (C18: 2)
and 26,44% (C18: 1) diacetylated. Regarding the antibacterial activity, the bacteria
submitted to the exposure with sophorolipids had a reduction of viability at the doses
of 500 ug / ml and 2000 pg / ml for Gram-positive and Gram-negative bacteria,
respectively.

Key words: Sophorolipids. Candida bombicola biosurfactant. Antibacterial
properties. Lipid residue analytical methods. UPLC MS/MS. HPLC.
Structural characterization.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, uma das principais causas da mortalidade em todo o mundo séo
infeccbes bacterianas, que ocorrem devido ao grande numero de microrganismos
resistentes aos antibidticos convencionais. Por essa razao, a Organizacdo Mundial
da Saude (OMS) declarou a resisténcia aos antibiéticos como uma ameaca global a
saude publica. Desse modo, houve um aumento da busca por novas moléculas
antimicrobianas que possam ser utilizadas no tratamento e prevencéao das infecgdes.
A procura por novas substancias deve acompanhar o desenvolvimento de agentes
patogénicos resistentes que possam ser efetivamente capazes de substituir os
antibiéticos convencionais. Dentre essas moléculas, os soforolipidios surgem como
alternativa uma vez que apresentam boa capacidade de atuar como surfactante e
por possuir atividades antimicrobiana, anti-inflamatéria e anti-HIV, atraindo o
interesse da area da saude. Além disso, os soforolipidios podem ser produzidos por
microrganismos destacando a Candida bombicola, essa levedura apresenta alta
producdo e auséncia de patogenicidade, sendo reconhecida como segura para
saude humana (GRAS).

Os soforolipidios sao glicolipidios extracelulares que apresentam uma molécula
de soforose (D-glicopiranosil a (2-1) B-D-glicopiranose) conectada em sua
extremidade redutora a um acido graxo. Este acido graxo pode ser desacetilado,
mono, ou diacetilado na posicédo 6' e/ou 6" da soforose. Apresentam duas formas
distintas, a acidica e lactdnica, com diferentes graus de acetilacdo, comprimentos da
cadeia do acido graxo, saturacdes e posicao de hidroxilacao.

A forma estrutural dessas moléculas define suas propriedades fisico-quimicas
e sua futura aplicagdo. Dependendo do tipo de interacdo e da forma do ordenamento
das moléculas, os soforolipidios apresentam diversas propriedades como:
emulsificante, lubrificante, formacdo de micelas, detergéncia, dispensabilidade,
molhabilidade e formacdo de espuma. Apresentam vantagens quando comparados
aos surfactantes quimicos tais como baixa toxicidade, maior biodegradabilidade,
melhor compatibilidade ambiental e atividade especifica em condicfes extremas de
temperatura, pH e salinidade

Uma vez que os soforolipidios apresentam grande interesse na area da saude,
a melhoria dos processos de producdo deve ser intensificada, direcionando para

moléculas com estrutura desejada e que tenha uma grande atividade antimicrobiana.



Além disso para dar sustentabilidade ao processo, que ainda é muito oneroso, 0 uso
de residuos da industria avicola contribui para torna-los economicamente mais

viaveis.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

e Produzir e caracterizar soforolipidios de Candida bombicola (ATCC®
22214™) e avaliar seu efeito antimicrobiano contra principais patégenos da

area médica.

2.2 ESPECIFICOS

e Produzir soforolipidios por C. bombicola utilizando como fonte hidrofébica a
gordura residual da industria avicola em biorreator;

e Acompanhar o processo fermentativo, 0 consumo de gordura e glicose,
crescimento microbiano e producdo de soforolipidio por 120 horas de
fermentacdo em biorreator;

e Extrair, quantificar e caracterizar os soforolipidios por técnicas gravimétricas e
cromatograficas;

e Identificar e caracterizar estruturalmente os soforolipidios por técnicas
analiticas combinadas de CCD, CLAE e UHPLC-MS/MS.

e Testar a capacidade dos soforolipidios como agente antimicrobiano em

bactérias Gram positivas e Gram negativas in vitro;
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 SOFOROLIPIDIOS: ESTRUTURA QUIMICA E PROPRIEDADES

Metabdlitos secundarios sdo produzidos por microrganismos e denotam uma
diversidade, muito grande de moléculas com aplicacbes variadas (BANAT et
al.,2010). Dentre elas, encontram-se o0s biossurfactantes, que sao surfactantes
naturais produzidos principalmente por microrganismos como por exemplo bactérias,
leveduras e fungos (MARCHANT; BANAT, 2012).

Séo classificados em dois grandes grupos, de acordo com sua composicao
quimica e origem microbiana: biossurfactantes de baixo peso molecular
(glicolipideos, lipopeptideos e lipoproteinas, fosfolipideos, acidos graxos e lipideos
neutros) e de alto peso molecular (biossurfactantes poliméricos e biossurfactantes
particulados) (DESAI; BANAT, 1997; KAUR SEKHON; KHANNA; CAMEOTRA,
2012). As suas propriedades surfactantes e/ou emulsificantes sdo determinados pela
localizac&o, tamanho e polaridade dos grupos funcionais que compdem a molécula.
Assim as aplicacdes praticas dos biossurfactantes sao totalmente dependentes da
sua estrutura quimica. (BRUMANO; SOLER; SILVA, 2016).

Dentre o grupo dos glicolipidios destacam-se os soforolipidios, que possuem
um dissacarideo, soforose (fracdo polar) ligados por ligagdo B-glicosidica a uma
longa cadeia de acido graxo (fracdo apolar). A soforose (D-glicopiranosil a (2—1) B-D-
glicopiranose) esta conectada em sua extremidade redutora a um acido graxo C16
(palmitico) ou C18 (estearico). Os soforolipidios naturais podem ser desacetilados,
mono, ou diacetilados na posicdo 6 'e / ou 6" da soforose. Apresentam-se nas
formas acidicas e nas lactbnicas e grupamento carboxila do 4cido graxo pode estar
esterificado a soforose nos carbonos C4”, C6’ ou C6” (esterificagdo no C4” € mais
frequente) ou a forma acidia (onde o grupamento carboxila do acido graxo encontra-
se livre), essas caracteristicas que definem as suas propriedades fisico-quimicas
(Figura 1) (ASMER et al., 1988; CIESIELSKA et al.,2014).
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Figura 1 - Estrutura de soforolipidio acidico (a) e lactdnico (b).
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Fonte: Ciesilska et al., 2016

A variedade das estruturas dos soforolipidios permite uma amplitude de suas
propriedades. Dependendo do tipo de interacdo e da forma do ordenamento das
moléculas, os surfactantes apresentam diversas propriedades como: emulsificante,
lubrificante, formacdo de micelas, detergéncia, dispensabilidade, molhabilidade e
formacao de espuma.

Koh, Linhardt e Gross (2016) descrevem sobre a importancia de avaliar a
propriedade micelar critica de soforolipidios. Os soforolipidios de Candida bombicola
apresentaram capacidade de diminuir a tensao superficial da agua de 72.80 mN/m
para 40-30 mN/m, com concentracdo micelar critica (CMC) de 11 a 250 mg L™
Demonstrando com esses valores eficacia com relacdo as aplicagcbes como
emulsificante e estabilizante de solu¢cdes (DEVELTER; LAURYSEEN, 2010).

Além das propriedades descritas a sua baixa toxicidade, maior
biodegradabilidade, maior eficAcia de atuacdo em diferentes condi¢cdes ambientais
(pH, temperatura e alta for¢a idnica) além da biocompatibilidade, sdo algumas das
vantagens desses biossurfactantes quando comparados aos sintéticos (FAKRUDDIN
et al., 2012). Essas moléculas também possuem propriedades anti-adesiva e
biocidas, que podem despertar o interesse como antimicrobianos, prevenindo a
contaminagdo  microbiana  (CORTEZ-SANCHEZ;  HERNANDEZ-SANCHEZ;
JAMILLO-FLORES, 2013). Pesquisas com soforolipidios mostram que em alguns
casos as suas diferentes formas podem ter aplicacdes diferentes em relacdo a outra.
Os soforolipidios acidicos, por exemplo, tem sido descritos em tratamentos

terapéuticos para fibrindlise, cicatrizacédo de feridas, descamacéao, despigmentacédo e
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ativacdo de macrofagos (CIESIELSKA et al., 2016). E a forma lactbnica dos
soforolipidios apresentou-se mais ativo em relacdo as atividades antimicrobiana,
anti-cancer e também foi aplicada em cosméticos, como componente de
desodorantes e hidratantes, e também no tratamento de doencas da pele (GROSS
et al., 1999; SCHOLZ et al., 1998).

3.1.1 Biossintese de Soforolipidios

Os soforolipidios sédo sintetizados durante a fase estacionaria de maneira
dissociada ao crescimento celular, e ocorrem na presenca de um substrato
hidrofilico como a glicose, e um lipofilico como por exemplo alcanos, ésteres,
alcoois, aldeidos e acidos graxos. Porém, na auséncia da fonte hidrofébica no meio
de fermentacéo, os soforolipidios podem ser formados pela via de sintese de Novo,
a partir de acetil-CoA derivado da (glicdlise. (DAVILA; MARCHAL;
VANDECASTEELE, 1992; CAVALERO; COOPER, 2003; VAN BOGAERT et al.,
2007).

Em baixas concentracbes de glicose, parte dos &acidos graxos serdo
conduzidos para a via de B-oxidacdo para manutencao celular em vez da sintese de
soforolipidios (VAN BOGAERT et al., 2007).

A biossintese de soforolipidios ocorre a partir de varias etapas descritas na
Figura 2. Na etapa I, a fonte lipidica pode ser o acido graxo livre ou vindo de um
triacilglicerdl que precisa ser degradado pelas lipases liberando os acidos graxos. A
sintese pode ocorrer também a partir de alcanos que sdo oxidados, por enzimas
especificas, ao acido graxo estearico, representadas pelas enzimas 2,3,4. Esses
acidos graxos geram o acido oleico (Figura 2). (COOPER; PADDOCK, 1984; VAN
BOGAERT; ZHANG; SOETAERT, 2011).
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Figura 2 — Via biossintética de soforolipidios
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Fonte: Adaptado de Van Bogaert, Zang e Soetaert (2011)

(1) lipase, (2) monooxigenase do citocromo P450, (3) 4&lcool-desidrogenase, (4) aldeido-
desidrogenase, (5) dessaturase, (6) glicosiltransferase I, (7) glicosiltransferase I, (8) lactonesterase,
(9) acetiltransferase.

Na etapa Il o acido graxo oleico podera sofrer B-oxidagdo ou a hidroxilacéo,
resultado em uma cadeia de acido graxo hidroxilado, com o0 mesmo comprimento de
cadeia. (CAVALERO; COOPER, 2003; SOBERON-CHAVEZ, 2011). Ocorre a
conversdo do &cido oleico em hidroxi-acido oleico, através da enzima citocromo
P450 mono-oxigenase, NADPH dependente, ligada a membrana celular. Os acidos
graxos sao hidroxilados no carbono terminal (w) ou subterminal (w-1), que podem
atuar como precursor para sintese de soforolipidios (VAN BOGAERT; ZHANG,;
SOETAERT, 2011).
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Na etapa Ill, duas moléculas de glicose ativadas por UDP sdo adicionadas
através das enzimas, glicosiltransferase | que acopla a glicose na posicdo C1’ ao
grupamento hidroxila w ou w-1 do &cido graxo e a segunda glicose pela
glicosiltranferase Il na posicdo C2' (VAN BOGAERT; ZHANG; SOETAERT, 2011).
Hommel et al. 1994 através de seus experimentos elucidaram o processo de
degradacédo da glicose, esta é metabolizada pela via glicolitica. Portanto, a glicose
utiizada no processo pode ser derivada da gliconeogénese, pois passa a ser
adicionada nos soforolipidios.

Por fim, na etapa IV as moléculas de soforolipidios acidicos ndo acetilados sao
obtidas. Segundo Van Bogaert et al. (2011) a modificacdo e as variacfes estruturais
ocorrem posteriormente as reagdes de acetilacéo e lactonizagdo. A enzima lactona
estearase € que cataliza essa reacdo de lactonizacéo (8 e 9) (CIESIELSKA et al.,
2016).

3.2 PRODUGAO DE SOFOROLIPIOS

A producéo de soforolipidios depende da cepa produtora, condi¢ces de cultivo,
componentes do meio, entre outros fatores. A C. bombicola, que possui como fase
teleomorfica a espécie Starmerella bombicola, se destaca como produtora de
soforolipidios com alto rendimento, auséncia de patogenicidade devido a sua
incapacidade de colonizar tecidos. Portanto, € utilizada na indastria de alimentos,
farmacéutica e cosmética. Essa levedura é considerada segura para saude humana
(GRAS) e nao utiliza o codon alternativo de traducdo CUG (gerando serina ao invés
de leucina) diferente das espécies de Candida, algumas patogénicas. (SUGITA;
NAKASE, 1999; VAN BOGAERT; ZHANG; SOETAERT, 2011).

O principal fator descrito que influéncia na producdo de soforolipidios é a
composicdo da fonte hidrofébica e hidrofilica do meio de cultivo, o que pode ser
verificado pela importancia dessas fontes na via de sintese (Figura 2). Fontes
alternativas também podem ser utilizadas para aumentar a producdo reduzindo
custos.

Liu et al. (2016) citam em seu trabalho que a glicose e o acido oleico sé&o os
principais substratos usados para a producdo de soforolipidios, porém os autores

tiveram um foco principal de explorar recursos celuloliticos para a producéo.
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Os autores testaram um substrato lignocelulésico (palha de arroz) para produzir
soforolipidios com Wickerhamiella domercqgiae variando o inéculo em 1, 2, 4%, a
concentracéo de extrato de levedura em 0; 0,05; 0,10; 0,15; 0,20; 0,25; 0,30 g L' e
reguladores de pH (NaOH, K.CO3, CaO, AICl3, CgHgO7). O meio de fermentacao foi
composto por 60 mL/L (v/v) de &cido oleico, 60 g L™ hidrolisado de palha de arroz, 3
g L™ de extrato de levedura, 1 g L™ de KH,PO,, 1 g L™ de Na,HPO, - 12H20 e 0,05
g L™* de MgSO, - 7H20. As condicdes ideais foram com 2% de in6culo e 0,15% de
extrato de levedura atingindo um rendimento 53,70 g L™ de soforolipidios. Os
resultados demonstraram o potencial do residuo lignocelulésico pré-tratado como
produtor de soforolipidios.

Outros subprodutos agroindustriais tem sido descritos para a producéo de
soforolipidios como, soro de leite (OTTO et al., 1999), melaco de soja (SOLAIMAN et
al. 2004, 2007), mel (PEKIN et al., 2005), amido de mandioca (THANIYAVARN et al.,
2008), melaco de cana-de-acucar (DAVEREY; PAKSHIRAJAN, 2009; TAKAHASHI
et al., 2011), 4gua doce (14,4% glicerol e dgua) (WADEKAR et al., 2012), glicerol
(BHANGALE et al., 2014).

Banghale et al. (2014) utilizaram o Oleo de mamona, para producdo de
soforolipidios por S. bombicola, o meio foi composto por 10% de 6leo de mamona e
10% de glicose ou glicerina a 30 ° C, 210 rpm por 200 horas. Os rendimentos foram
de 6,1 gL' e 2,7 gL™ de sofolipidios C18:1 diacetilado e C18:0 monoacetilado em
glicose ou glicerina respectivamente. Os resultados sugeriram que o0 uso de fontes
ndo convencionais pode dar origem a novos tipos de soforolipidios, contribuindo
para expansao de suas aplicacbes em areas distintas.

Em um outro estudo o hidrolisado de milho com pré tratado com H,SO, ao
invés de carvao ativo, foi testado para a producédo de soforolipidios por S. bombicola.
Os melhores rendimentos e produtividade foram 49,2 g L™ e 12,3 g/L/ dia. Esse
método foi descrito como uma alternativa de producdo ecoldgica utilizando
hidrolisado de milho pré tratado, sem usar caro carvao ativo. (KONISHI; YOSHIDA;
HORIUCHI, 2015).

Minucelli et al. (2017) avaliaram a producdo de soforolipidios por C. bombicola
ATCC 22214 em diferentes fontes hidrofilicas: melaco e caldo de cana-de-agucar,
sacarose e glicose e como fonte hidrofébica gordura residual da industria de frango

ou 6leo de girassol. A producdo de soforolipidios foi de 39,81 g L™ na condicéo
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otimizada de 75 g L™ de gordura de frango, 77,5 g L™ de glicose, 2,5 g L™ de extrato
de levedura sem ureia a 30 °C, 150 rpm durante 120 h.

Hoa et al. (2017) produziram soforolipidios por C. bombicola em melaco de
cana-de-acucar e 6leo de coco a 10 %, em 25 ° C, pH 6, com 7 dias de cultivo a 180
rpm. Os resultados encontrados foram com um rendimento maximo de 10 g L™ em 7
dias. Os autores sugerem que o0 melaco e o 6leo de coco podem ser utilizados para
a producédo de soforolipidios reduzindo custos.

Shah et al. (2017) avaliaram a producéo e as propriedades dos soforolipidios
produzidos por S. bombicola no 6leo de palma e comparando com Oleos brutos de
Tapis, Ratawi e Melita. Neste estudo, os 6leos de Tapis e Ratawi foram selecionados
pois estdo disponiveis no local em derrames de petr6leo na Malésia, e o 6leo de
Melita por ser um 6leo essencial que contém &cidos graxos saturados. Os
experimentos foram realizados em frascos de Erlenmeyers (50 mL) contendo: 100 g
L™ dos diferentes substratos hidrofébico, 100 g L™ de glicose, 10 g L™ de extrato de
levedura e 1 g L™ de ureia, incubados a 30 °C a 180 rpm por 120 h. A producéo de
soforolipidios foi de 32 g L™, 26 g L™, 21 g L e 19 g L™ nos 6leos de palma, tapis,
melita e ratawi, respectivamente.

Liu et al. (2016) relataram que a produgao pode se tornar mais promissora com
adequacdes do meio de cultura em biorreatores que permite um aumento de volume,
controle do fluxo de ar e concentracao de oxigénio dissolvido durante o processo de
fermentacdo. Esses parametros influenciam no desenvolvimento do microrganismo e
consequentemente a producdo da molécula de interesse.

Solaiman et al. (2015) avaliaram a produc¢éo de soforolipidios por Rhodotorula
bogoriensis em biorreator, para verificar a atividade antimicrobiana. Os autores
realizaram duas fermentacdes, inicialmente em frascos de Erlenmeyers para avaliar
0 consumo de glicose e posteriormente em biorreator. O meio foi composto por 40 g
L™ de glicose e 2 g L™ de extrato de levedura e as condi¢8es foram 25 °C, 500 rpm e
aeracdo de 1,5 L.min™ por duas semanas. A fermentacdo apresentou rendimento de
51 g L™ e a identificacdo do soforolipidio com &cido graxo de 22 carbonos. Também
descrevem que o0 consumo de glicose ocorre concomitantemente com a
desacetilacdo do soforolipidios. Os testes de atividade antimicrobiana apresentaram
resultados positivos, demostrando ser um bom agente antimicrobiano.

Tendo em vista a importancia da utilizacdo de biorreatores, Jia et al. (2016)

realizaram estudos para avaliar a simulagdo dinamica de fluidos dos computadores
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em um biorreator de placa de peneira dupla na producéo de soforolipidios. O meio
era composto por 120 g L™ de glicose, 120 g L™ de &cido oleico, 3,5 g L™ de extrato
de levedura e entre outros componentes, pH foi mantido em 3,5 a 4,0 apds 20 horas
de cultivo, 450 rpm, 30 °C por 320 horas. Esse meio foi suplementado com 200 g L™
de glicose, 5 g L™* de extrato de levedura e 2 g L™ de (NH,),CO. O rendimento de
soforolipidios foi significativamente melhorado de 120 g L* e 1,25 g L* h™ em 96
horas em biorreator convencional comparado ao novo biorreator que atingiu 484 g L
e 1,51 gL"h" em 320 horas. Os resultados indicaram que o melhoramento dos
parametros operacionais e do design do biorreator podem maximizar a producéao.

Soforolipidios foram produzidos por S. bombicola em biorreator e
posteriormente modificados, soforolipidios com éxidos de amina. A producéo foi de
199 g L™ com uma produtividade de 0,9 g L™ h™ no meio com 4cido oleico e extrato
de levedura por 220 horas, 25°C em 350 rpm e pH mantido em 3,5. Essas
modificacdes resultam em uma classe inovadora, os soforolipidios 6xidos de amina,
que nao podem ser produzidos enzimaticamente, com potencial para aplicagdes de
alto valor (DELBEKE et al., 2016).

A producdo de um biossurfactante por C. lipolytica em biorreator com meio a
base de gordura animal foi avaliada, o meio continha 5% de gordura animal e 2,5%
de licor de milho com pH controlado a 5,3, 28 ° C a 200 rpm. A gordura animal era
composta pelos seguintes acidos graxos: estearico (43,41%), palmitico (26,40%),
oleico (24,16%) e miristico (6,03%). A maior producdo foi de 40 g L™, mostrando que
podem ser produzidos através de materiais de baixo custo e tem grande potencial
para ser aplicado como agente de biorremediacéo para limpeza de derrames de Oleo
(SANTOS et al., 2016).

Dolman et al. (2016) produziram soforolipidios por C. bombicola e testaram um
novo método de separagdo por gravidade. O processo fermentativo ocorreu em
biorreator na presenca de 100 g L™ de glicose, 50 g L™ de 6leo de canola a 25°C,
areacéo de 1L min™ e o pH controlado em 3,5. A maior producéo de soforolipidios foi
de 623 g L em 1.023 horas e os soforolipidios produzidos foram caracterizados
como acidicos diacetilados e lactbnico diacetilado ambos com o acido oleico
(C18:1).
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3.3 METODOS DE EXTRACAO E PURIFICACAO

As técnicas de separacédo e purificacdo dos soforolipidios sdo informacdes de
grande importancia para se conhecer a estrutura do composto produzido.

Para que haja a andlise estrutural dessas moléculas € importante que algumas
etapas facam parte do procedimento experimental. Inicialmente as moléculas devem
ser extraidas do meio de cultura, seguido de uma deteccdo e quantificacao;
posteriormente purificacdo e separacdo para que por fim haja a analise estrutural do
produto (SMYTH, 2014). Essas etapas permitem uma combinacdo de variadas
técnicas que garantem resultados mais precisos.

Desse modo, Konishi et al., 2015 avaliaram a eficiéncia de producéo
soforolipidios por S. bombicola e utilizaram os solventes acetato de etila e hexano
para extrair os soforolipidios. As técnicas utilizadas para identificacdo da molécula
foram cromatografia de camada fina (CCD), espectrometria de massas por ionizacéo
e dessorcao a laser (MALDI- TOF/MS) e ressonancia magnética nuclear (RMN). Os
autores observaram um maior ion [M+Na]® em m/z 712, indicando que o principal
produto pertence a forma lactbnica de di-O-acetil soforolipidios, isto &, 6’, 6”-di-O-
acetil-B-p-glicopiranosil-2-O-B-p-glicopiranosiloxi-octadecenoico.

Ribeiro et al. (2016) produziram soforolipidios com objetivo de isola-los do meio
de fermentacédo e realizar estudos de sorgdo utilizando microplacas. O solvente
utilizado para extracao foi acetato de etila e metanol (1:1 v/v), com adigédo de sulfato
de sédio (desidratacdo). Para identificacdo do soforolipidio utilizaram um método
colorimétrico (método de antrona), e posteriormente descreveram a estrutura por
técnicas combinadas de cromatografia liquida com espectrometro de massa (LC MS)
e cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplado a espectrometria de massa de
ionizacao por eletropray (CLAE / ESI-MS / MS). A partir dessa técnica identificaram
soforolipidios incluindo insaturados e monoinsaturados com C16 e C18 hidroxiliados
com uma soforose diacetilada.

Liu et al. (2016) utilizaram os solventes n-butanol, etanol e cloroférmio (10:10:1
v/vlv) para a extracdo dos soforolipidios produzidos por W. domercqgiae em palha de
arroz hidrolisado e para a identificacao o foi utilizado o método de antrona.

Solaiman et al. (2016) produziram soforolipidios e testaram sua atividade
antimicrobiana, esses foram extraidos com acetato de etila, seguido de uma filtracéo
e posteriormente lavados com hexano. As técnicas de identificagdo utilizadas foram:

cromatografia de camada fina (CCD) e cromatografia liquida acoplada a
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espectrometria de massa (LCMS). Os autores identificaram soforolipidios com trés
tipos de &cidos graxos palmitico, oleico e esteérico.

Os soforolipidios de C. bombicola produzidos em melaco de cana de agUcar e
Oleo de coco foram extraidas por hexano e acetato de etila e depois submetidos a
analises de cromatografia de camada fina (CCD), cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) e cromatografia gasosa (CG), os autores puderam identificar
através da CCD a presenca 1',4"-Soforolactona 6',6"- diacetilado e muitas formas
diferentes de soforolipidios. A amostra de soforolipidios foi analisada indicando a
presenca de soforolipidio lactdnico desacetilado e diacetilado com C18: 1 e C18: 2
(HOA et al., 2017).

3.4 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE SOFOROLIPIDIOS

Os soforolipidios apresentam diversas aplicacfes, porém sua caracteristica
mais reconhecida € a sua capacidade para atuar como um surfactante. Atualmente
sdo amplamente aplicados em alimentos, produtos farmacéuticos, cosmeéticos e
industrias de limpeza. Contudo, essas moléculas tém atraido atencéo para aplicacao
na area biomédica e da saude, quando foram identificadas com atividades anti-
inflamatoria, anti-HIV e antimicrobiana alargando suas aplicacbes na industria
farmacéutica (SHAH et al., 2005).

A atividade antimicrobiana dos soforolipidios tornou-se interessante para a
época atual, pois ha um aumento da busca por novas moléculas antimicrobianas,
gue acompanhe a quantidade de patégenos que aparecem incessantemente e nao
sdo efetivamente susceptiveis a antibiéticos convencionais (SHARMA et al, 2016).
Essa atividade depende de muitos fatores destacando principalmente as formas
acidicas e lactonicas, o microrganismo produtor o patégeno empregado, o tempo de
exposicdo e a concentragdo do soforolipidio (ZHANG et al.,2017).

A patente dos autores Gross e Shah, (2005) refere-se a concentracao inibitoria
minima dos soforolipidios contra a diferentes espécies de Candida: Candida
albicans, C. antartica e C. tropicalis. Sendo 30%, 32%, 25% respectivamente, a
porcentagem de inibicdo na presenca de soforolipidios a 5 mg ml™, mostrando o
efeito antimicrobiano do soforolipidio.

Shah, Badia e Ratsep (2007) avaliaram o a atividade antimicrobiana de
soforolipidios produzidos por C. bombicola a partir de diferentes acucares (glicose,

frutose, xilose, ribose, lactose, manose, arabinose e galactose). As atividades
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antibacterianas indicaram que os soforolipidios foram mais eficazes para bactérias
Gram-positivas do que Gram-negativas. O soforolipidio produzido em meio contendo
glicose apresentou valores de dose letal minima (MLD): Rhodococcus erythropolis
(0,098 mg / ml), Bacillus subtilis (0,098 mg / ml), Staphylococcus epidermidis (>6,25
mg / ml), Streptococcus agalactiae (0,098 mg / ml), Moracella sp. (0,098 mg / ml),
Pseudomonas putida (>6,25 mg / ml), Enterobacter aerogenes (>6,25 mg / ml) e
Escherichia coli (>6,25 mg / ml).

Soforolipidio etil éster diacetato produzido por leveduras foi testado pelo
método de microdiluicdo de caldo, nas concentracdes de 0,5 a 512 uyg mL™* em E.
coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 29213, K. pneumoniae ATCC
35657, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Streptococcus pneumoniae ATCC
49619 e Proteus mirabilis ATCC 35659. Para todos os microrganismos o resultado
de concentrac&o inibitéria minima foi maior que 128 pg mL™. Porém os derivados
soforolipidios testados ndo mostraram atividade antibacteriana significativa in vitro,
quando testados em concentragbes clinicamente relevantes, mas podem ser
utilizados como agentes anti-inflamatérios ou imunomoduladores sem afetar a flora
bacteriana do hospedeiro (SLEIMAN et al.,2009).

Propionibacterium acnes € a bactéria Gram-positiva mais comum causadora
de acne, uma pesquisa foi realizada para identificar uma possivel atividade
antimicrobiana de soforolipidios contra esse microrganismo. Diferentes matrizes de
biopolimeros foram usadas para produzir filmes com adicdo de soforolipidios e a
atividade antimicrobiana foi determinada através da técnica de disco-difusdo e
indicou aparecimento de halo na concentracéo de 0,24% de soforolipidios contra P.
acnes. A forma lactdnica dos soforolipidios exibiu a melhor acdo antimicrobiana e
guando em conjunto com os biopolimeros de pectina ou alginato, proporcionou um
meio comparativamente transparente e bem-sucedido de utilizar esse glicolipidio,
como uma solugdo anti-acne renovavel e ambientalmente benigna. (ASHBY et
al.,2011).

Soforolipidios produzidos por C. bombicola a partir de glicose e alcool laurico
também foram utilizados em testes de atividade antimicrobiana em bactérias Gram-
negativas e Gram-positivas. A inibicdo completa do crescimento nas Gram-positivas
S. aureus ATCC 6358 e B. subtilis ATCC 6633 foi de 6 ug mL* e 1 pg mL™,

respectivamente em 4 h. Nas Gram-negativas E. coli ATCC 8739 e P. aeruginosa
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ATCC 9027 foi @a 30 yg mL™* e 1 pg mL™ nos tempos de 2 e 4 h, respectivamente
(DENGLE-PULATE et al., 2013).

Dengle-Pulate et al. (2014) testaram o efeito antimicrobiano dos soforolipidios
produzidos em glicose e alcool laurico, para a limpeza de frutas e vegetais. As frutas
e vegetais foram pulverizadas, com a formulagéao para verificar o efeito sobre a vida
atil dos vegetais. O tratamento com soforolipidios como germicida resultou em mais
de 90 % de reducédo das células de Salmonella typhimurium ATCC 23564 e mais de
99 % em E. coli ATCC 8739 ap6s 10 minutos. Erwinia chrysanthemi ATCC 11663 e
Xanthomonas campestris ATCC 13951 foram reduzidas totalmente ap6s 10 minutos.
Estes resultados confirmaram o efeito germicida desse glicolipidio.

A atividade antimicrobiana de soforolipidios de C. bombicola produzidos a partir
de dleo de coco foi testada em E. coli e S. aureus. Os resultados mostraram que 0s
soforolipidios apresentaram uma inibicdo semelhante ao produzido em 6leo de milho
a 0,05 % e em S. aureus foi melhor em 6leo de coco do que a ja descrita pelos
autores em 6leo de milho (MORYA et al., 2013).

Pesquisadores avaliaram a atividade antimicrobiana e obtiveram os valores de
CIM (Concentracao Inibitéria Minima) contra o P acnes com o soforolipidio C22
produzido por R. bogoriensis, comparado ao soforolipidios C18 de C. bombicola. A
atividade antimicrobiana de C22 de R. bogoriensis foi mais eficiente do que a C18 de
C. bombicola (SOLAIMAN; ASHBY; CROCKER, 2015).

Diaz de Rienzo et al. (2015) testaram as propriedades antibacterianas e
antibiofilme do soforolipidio em diferentes concentragdes em biofilmes. Os autores
verificaram que em Cupriavidus necator ATCC 17699 (Gram-negativa) e Bacillus
subtilis BBKO06 (Gram-positiva), a concentragao de 5 % (v/v) teve efeito bactericida.
Além disso, foi possivel identificar por microscopia de varredura, o rompimento de
biofilmes formados com culturas simples e misturas de B. subtilis BBKO06 e S.
aureus ATCC 9144. Os autores concluiram que os soforolipidios podem ser
compostos promissores para uso como adjuvantes com outros antimicrobianos,
contra alguns agentes patogénicos, através da inibicdo de crescimento e/ ou o
rompimento do biofilme.

Solaiman et al. (2016) estudaram a substituicdo de agentes convencionais
preservadores de couros e peles (sal, acido bérico e agentes antibacterianos
sintéticos) por soforolipidios. A contaminacdo ocorre por varias bactérias Gram-

positivas (Bacillus Licheniformis, B. pumilus, B. mycoides,Enterococcus faecium,
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Aerococcus viridans, Staphylococcus xylosus, S. cohnii e S. equorum), bactérias
Gram-negativas (Pseudomonas luteola, Enterobacter cloacae, E. sakazakii e Vibrio
fluvialis). Desse modo, a inibicdo determinada por CIM da mistura de soforolipidios
palmitico, estearico e oléico contra isolados de pele foi de 19,5 ug mL™, o CIM dos
soforolipidios separados apresentaram diferentes valores e o palmitico isoladamente
ndo demonstrou atividade. Em conclusdo os soforolipidios palmitico, estearico e
oleico inibiram o crescimento de 12 bactérias ocultas e cultura mista, e tém atividade
de amplo espectro. Os resultados obtidos no presente estudo podem ser valiosos
para o desenvolvimento desses soforolipidios como surfactantes antimicrobianos nos
processos de preservacao e imersao de peles.

As propriedades antimicrobianas de soforolipidios modificados e imobilizados
em ouro foram testados contra Listeria ivanovii. Os autores também enfatizam amplo
espectro de atividade desses revestimentos, demonstrando seu potencial contra
cepas Gram-positivas (E. faecalis, S. epidermidis, S. pyogenes) e Gram-negativas
(E. coli, P. aeruginosa e S. typhymurium). A viabilidade foi de 70 % contra as Gram
negativas e de 55 a 75 % contra as Gram positivas, sugerindo que o modo de agao
do soforolipidio pode ser ligado a composicao especifica da membrana externa de
algumas cepas de bactérias (VALLOTEAU et al., 2017).

Zhang et al. (2017) sintetizaram soforolipidios a partir de glicose e acido
palmitico, estearico ou oleico por S. bombicola. As formas lactbnicas e acidicas dos
trés tipos de soforolipidios foram testadas nas concentracdes de 0,1 %, 0,5 % e 1,0
% contra 5 cepas de E. coli. Em minutos de tratamento ndo houve diferenca
significativa na atividade antimicrobiana entre os soforolipidios, mas em periodos de
1 a 2 horas, os lactbnicos foram mais eficazes destacando 0s que apresentam
estedrico e oleico. As cinco cepas de E. coli apresentaram diferentes
susceptibilidades para os tipos soforolipidios testados. A analise usando a
amplificacdo de PCR de monoazida de etidio demonstrou que as bactérias
inativadas por soforolipidios foram por danos na membrana celular. Em geral, os
resultados indicam que o efeito de soforolipidios em E. coli patogénica depende de
véarios fatores (concentracdo, tempo de tratamento e tipo de soforolipidios), além
disso sugerem que os soforolipidios associados a baixos niveis de etanol tém o
potencial de inativar E. coli patogénica. No entanto, os dados ndo confirmam as

diferencas entre os lacténicos e acidicos.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 MATERIA PRIMA

O tecido adiposo de frango foi cedido pela industria frigorifica Big Frango
localizada em Rolandia — Parana. A gordura foi extraida do tecido adiposo por
trituracdo em liquidificador industrial, seguido por aquecimento entre 80° a 90°C, e a
gordura liquefeita foi filtrada vacuo (Whatman, n°1) por 2 vezes e posteriormente
centrifugada a 9956 g x 15 min. Os residuos sélidos foram descartados e a gordura
obtida armazenada a 4 °C (Patente n° BR 10 2017 012044 9). Essa gordura foi

caracterizada por Minucelli et al. 2017.
4.2 MICRORGANISMOS E MEIOS DE PRESERVAGAO
4.2.1 Producéo de Soforolipidios

O microrganismo utilizado na producéo de soforolipidios foi a levedura Candida
bombicola (ATCC 22214™), obtida da American Type Culture Collection (ATCC),
Manassas, USA (2013). A cepa foi preservada em meio contendo (g L™?) 10 de
glicose, 3 de extrato de levedura, 5 de peptona, 3 de extrato de malte e 20 de agar,

for 48 h a 30 °C. O repique foi feito a cada quatro semanas e mantido a 4°C.
4.2.2 Atividade Antimicrobiana

Seis (6) cepas bacterianas, sendo trés (3) Gram-negativas: Proteus mirabilis
ATCC 7002, Escherichia coli ATCC 8739, Salmonella enterica subsp. enterica ATCC
14028; e trés (3) Gram-positivas: Enterococcus faecium ATCC 6569, Staphylococcus
aureus ATCC 6336 e Streptococcus mutans ATCC 25175. As cepas foram
preservadas em meio BHI (Caldo de Infus&do de Cérebro e Coracéo) a 37 g.L™ com
20 a 30 % de glicerol em -80 °C.
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4.3 PRODUCAO DE SOFOROLIPIDIOS

4.3.1 In6culo e Meio de Fermentacao

O indculo foi realizado em frascos de Erlenmeyer de 125 mL contendo 25 mL
do meio de inéculo com (g L™): 100 de glicose, 10 de extrato de levedura e 1 de
ureia. As culturas foram incubadas em shaker rotatorio a 150 rpm, 48 h a 30 °C.
Para a fermentacédo em biorreator o inéculo foi padronizado em 10% v/v.

O meio para as a fermentacdo foi na condicdo otimizada de 75 g L™ de
gordura de frango, 77,5 g L™ de glicose, 2,5 g L™ de extrato de levedura sem ureia a
30 °C, 150 rpm durante 120 h (MINUCELLI et al., 2017).

4.3.2 Fermentacdo em Biorreator de Bancada

A fermentagédo foi realizada utilizando biorreator (FerMac 320 - Electrolab
Biotech Ltda.) com capacidade de 5,0 L com volume operacional de 4 L do meio de
fermentacao. O in6culo foi de 10 % (v/v), 30 °C, taxa de aeracdo 1,0 vvm e agitacéo
de 300 rpm. Amostras foram retiradas a cada 12 horas, centrifugadas a 9956 x g por
15 min a 4 °C. A partir das amostras foram quantificados os soforolipidios,
crescimento celular, consumo de acgucares e gorduras. Ao final da fermentacédo o
soforolipidios produzidos foram separados, purificados e caracterizados para

aplicacdo como agente antimicrobiano.
4.4 DETERMINACOES BloQUIMICAS
4.4.1 Quantificacao de Biomassa
A cada 12 horas de fermentac&o o meio foi centrifugado a 9956 g x 15 min a 4°

C. Do sobrenadante foi determinado o acglcares e gorduras residuais. A biomassa foi

guantificada gravimetricamente por peso seco a 70 °C.
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4.4.2 Quantificacdo dos Soforolipidios, A¢cucares e Gorduras Residuais

Os soforolipidios foram extraidos do meio de fermentacgéo, apds centrifugacéo
para a retirada da biomassa, com acetato de etila (1:1 v/v) 3 vezes em funil de
separacao. A fase aquosa foi descartada e na fase organica foi adicionado metanol
agua (4:1 v/v) e posteriormente hexano com metanol e agua (1:1 v/v), formando
duas fases, a fase superior (hexanica) contendo a gordura residual e a inferior
(metandlica) os soforolipidios. Na fase com soforolipidios foram efetuadas mais 3
lavagens, com acetato de etila e agua (1:3 v/v), com intervalos de 40 min cada a
4°C. A mistura de soforolipidios foi monitorada por Cromatografia em Camada
Delgada (CCD) (HAQUE et al.,, 2016). A biomassa e o gordura residual foram
quantificados por gravimetria a 70 °C e acUcares totais por fenol sulftrico (DUBOIS
et al. 1956). Os soforolipidios foram quantificados, caracterizados e utilizados para

verificacdo da atividade antibacteriana.

4.5 CARACTERIZACAO DE SOFOROLIPIDIOS

O processo de caracterizagdo dos soforolipidios produzidos no final da

fermentacao (120 h) estdo esquematizados na Figura 3.

Figura 3 — Fluxograma das etapas de analise e caracterizacao dos soforolipidios de
C. bombicola
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Fonte: o préprio autor.
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4.5.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

A CCD preparativa foi realizada para monitoramento dos soforolipidios
produzidos ao final da fermentagéo. A fase estacionéria foi com silica gel 60 F2s4 (20
x 20 cm) e fase mdvel composta por metanol e diclorometano (1:1) acidificada com 7
% (solucao de acido acético a 1%), revelacado por luz UV. As bandas foram extraidas
da fase estacionaria com acetato de etila seguido de metanol. As fracdes resultantes
analisadas foram por CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia) e UHPLC-
MS/MS (Ultra Cromatografia Liquida Acoplada ao Espectrdmetro Massa) para
identificacdo das diferentes estruturas dos soforolipidios (RAU et al 1999; RIBEIRO
et al., 2012 modificado). A CCD analitica, foi realizada nas mesmas condi¢cdes da
preparativa e reveladas com p-anisaldeido a 110 °C por 20 minutos (Haque, 2016,

modificado).

4.5.2 Analise de Soforolipidios por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Para a andlise de soforolipidio por CLAE as amostras foram solubilizadas e
diluidas em metanol, filtradas em filtro Millex® 0,45 pm (Merck Millipore). A injec&o foi
de 20 pL. em um equipamento com coluna Shim-pack CLC-ODS(M)® C18 (4,6 x 250
mm; 4,6 um; 12 nm), bomba LC-20AT, detector SPD-M20A, auto amostrador SIL-
20AHT, forno CTO-202, degasser DGU-20Asr e software LabSolution (Shimadzu),
detecgdo em A = 207. A fase mdvel foi agua (A) e acetonitrila (B) com gradiente de
eluicdo inicial em 30 % de B até 5 min, depois com 80 % de B em 30 min,
permanecendo com 80 % de B até 55 min, retornando a 30 % de B em 60 min e
tempo de equilibrio até 62 min, na vazéo de 0,50 mL/min (WADEKAR et al., 2012).

4.5.3 Ultra Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometro de Massas (UHPLC-
MS/MS)

As fracbes de soforolipidios da CCD preparativa foram analisados pelo
sistema cromatografico Shimadzu LC-20AD, detector SPD-20A, auto amostrador
SIL-20AHT, forno CTO-20A, degasser DGU-202;g, coluna Shimadzu C18 Shim-pack
XR-ODS® C18 (2,0 x 75 mm; 2,2 um; 12 nm). Acoplado ao espectrémetro de massa
Compact triple-quadrupole ESI-OTOF Il equipado com fonte de ionizacao eletrospray

(ESI) (Bruker®, Cologne, Alemanha). As condicées de ionizacéo do eletrospray (ESI)
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foram: voltagem 3,200 kV, temperatura do gas de secagem 200 °C, fluxo de gas do
cone de 9 L min™, pressdo do nebulizador de 4 bar, modo negativo, tratamento dos
dados pelo software Bruker DataAnalysis 4.2. Fase mdével agua (A) e acetonitrila (B)
com programacao de eluigdo iniciando em 20 % de B até 0,50 min, elevando a 80 %
de B em 12 min, permanecendo em 80 % de B até 17 min; retornando a 20 % de B
em 19 min e tempo de equilibrio até 20 min. Vazao de 0,20 mL min™ e injecéo de 1,0
L. Todas as amostras foram suspensas em metanol MS e filtradas em filtro Millex®
0,22 pm (Merck Millipore).

4.6 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

As seis (6) cepas bacterianas para o teste de atividade antibacteriana foram
cultivadas em caldo triptona de soja (30,0 L) por 18 a 24 h, 37 °C. As Gram-
negativas foram transferidas para agar MacConkey (50,0 g.L™) e as Gram-positivas

para o meio Miieller-Hinton (38,0 g.L ™) mantidas por 24 h a 37 °C.
4.6.1 Microdiluicdo em Caldo

A suspenséo bacteriana foi ajustada em 10° UFC ml™* em solucéo salina (NaCl
0,9 %) utilizando a escala de 0,5 McFarland padrédo. O soforolipidio foi solubilizado
em 2% cloroférmio e metanol (1:1), com concentracdo final de 2.000 pug ml?,
diluicbes em série foram realizadas em meio triptona de soja. 50 uL de solucéo de
soforolipidios foram inoculadas com 50 uL das diferentes suspensfes bacterianas,
atingindo a concentracéo final de 5 x 10° UFC, incubadas a 37°C por 18 a 24 horas,
resultado em 9 concentra¢es (2000 pg ml™, 1000 pg mi™ 500 pug mi™?, 250 ug mi™,
125 pg ml?, 62,5 pg mi™, 31,2 ug mit, 15,6 pg mi™* e 7,8 pg ml™). O efeito inibitério
foi detectado pela turbidez. Quando necessario, para confirmacgdo, 10 uL da cultura
dos pocos foram plaqueadas em Agar Miieller-Hinton (38 g.L™) e ap6s 18 a 24 h as
unidades formadoras de colbnias foram contadas. O padrdo de soforolipidios
utilizado foi 1',4"-sophorolactona 6', 6"—diacetato (Sigma-Aldrich) e a metodologia
CLSI (The Clinical & Laboratory Standards Institute, 2015).
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4.6.2 Difusdo em Agar

As suspensdes celulares ajustadas em 10° UFC mlI™* (em NaCl 0,9 %) segundo
a escala 0,5 McFarland foram plaqueadas por swab em meio agar Mueller-Hinton.
Discos contendo 2,0 pg de soforolipidio foram dispostos na placa, incubadas a 37 °C
por 24 h. A atividade antibacteriana do soforolipidio foi verificada pela formacéo de
halo ao redor do disco, indicando a zona de inibicdo. O teste foi realizado segundo
as normas do CLSI, (The Clinical & Laboratory Standards Institute, 2015).

4.7 ANALISE ESTATISTICA

O perfil da producédo de soforolipidio e sintese de biomassa foram modelados
usando regressao nao linear logistica (Equacéo 1) pelo Software R (R CORE TEAM,
2016).

P = Poa /(1 + exp[(xy — x)/k])

(Eq.1)
em que Pmax € 0 valor maximo assintético, k é o parametro de escala numérica no
eixo de entrada, Xo 0 valor x no ponto de inflexdo da curva. Para significancia dos
parametros foi usado o teste t. A qualidade de ajuste da equacdo dos modelos foi
expressa pelo coeficiente de determinacdo R*e sua significancia estatistica foi pelo
teste F. Os pressupostos dos modelos, normalidade e homogeneidade de variancia
dos residuos, foram pelo teste de Shapiro-Wilk (Shapiro; Wilk, 1965) e analise

gréfica, respectivamente.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste trabalho estdo apresentados na forma de artigos e

patente.

5.1 Artigo 1: Atividade antibacteriana de soforolipidios de Candida bombicola contra
patdgenos humanos.

Apresentado de acordo com as normas do periédico Colloids and Surfaces B:
Biointerfaces.
Normas:https://www.elsevier.com/wps/find/journaldescription.cws_home/523888?gen
eratepdf=true
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Resumo

Os soforolipidios sdo glicolipidios que tém aplicacbes em diversas areas destacando a
farmacéutica que pelas suas propriedades séo classificados como agentes antimicrobianos
naturais. O presente estudo objetivou produzir soforolipidio de Candida bombicola em meio a
base de gordura residual de frango que foram purificados, caracterizados quimicamente e
aplicados como agente antibacteriano contra as Gram-negativas: Proteus mirabilis,
Escherichia coli, Salmonella enterica subsp. enterica; e Gram-positivas: Enterococcus
faecium, Staphylococcus aureus e Streptococcus mutans. A producdo e produtividade de
soforolipidios neste residuo lipidico atingiu 27,86 g L™ e 1,16 g/L h™ respectivamente. Com
base na caracterizacdo estrutural, 73,55% dos soforolipidios apresentam forma &cida com:
C18: 2 monoacetilados, enquanto que 26,44% foram lactonicos com: C18: 1 diacetilados. As
bactérias submetidas a exposi¢cdo aos soforolipidios apresentaram reducdo de viabilidade nas
doses de 500 pg ml™ e 2000 pg ml™ contra as bactérias Gram positivas e Gram negativas
respectivamente. Esses resultados podem contribuir com informagfes uteis para diversas
industrias, podendo aplicar o soforolipidio como um antimicrobiano natural, sem causar risco
a saude humana e animal.

Palavras-chave: Soforolipidio, Candida bombicola Biossurfactante, propriedades

antibacterianas, residuo lipidico.
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Destaques

Alta produtividade de 1,16 g / L h™ em biorreator com godura residual de frango.

Os soforolipidios produzidos tém alto contetido acido monoacetilado com C18: 2.

Os soforolipidios foram sensiveis para seis linhagens, sendo maiores para as Gram-positivas.
O biossurfactante soforolipidios é inibidor do crescimento de bactérias médicas.

O residuo lipidico da inddstria avicola € uma matéria-prima sustentavel para a producéo de
soforolipidios.

Introducéo

Atualmente as infeccOes bacterianas sdo as principais causas de doencas cronicas e
mortalidade [1]. As bactérias Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Staphylococcus
aureus apresentam 50% de resisténcia aos medicamentos de uso comum e também a escassez
de novas classes de medicamentos com propriedades antibacterianas, principalmente para as
Gram-negativas [2]. Assim, pesquisas de impacto, desenvolvendo novos compostos naturais
para aplicacdo no tratamento e/ou na prevencdo de doengas humanas, vem aumentando ao

longo dos anos [3].
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A busca por essas moléculas, que possam atuar sobre patdgenos novos ou resistentes
aos antibidticos convencionais, tem objetivo focado na diversidade estrutural dos
componentes dos biofilmes, que agrava o desenvolvimento dessa resisténcia aos antibiéticos e
dificulta erradicacdo [4].

O soforolipidio surge como uma molécula que possui propriedades anti-adesivas e
biocidas, podendo ser definido como antimicrobiano prevenindo ou eliminando as
contaminag6es por patdgenos [5]. A atividade dos soforolipidio depende de diversos fatores,
tais como o microrganismo produtor, a estrutura quimica da molécula, o patégeno testado e o
tempo e a concentracdo de exposicdo do soforolipidios testados com agente antimicrobiano
[6].

Os soforolipidios pertencem a classe de glicolipideos extracelulares, produzidos por
varios microrganismos [7-8] e a Candida bombicola se destaca pelo alto rendimento, auséncia
de patogenicidade e a incapacidade de colonizar tecidos, o que a torna aplicavel nas indudstrias
de alimento, farmacéutica, cosmética e outras [9].

Estruturalmente possui uma soforose (D-glicopiranosil o (2—1) B-D-glicopiranose)
como uma ligagdo B-glicosidica a uma cadeia de &cido graxo, principalmente o palmitico
(C16) ou estearico (C18). Podem ser desacetilados, mono, ou diacetilados na posicao 6' e/ou
6" da soforose, podem se sintetizados em misturas de formas acidicas e lactbnicas. O
grupamento carboxila do 4cido graxo pode estar esterificado a soforose nos carbonos C4’’,
C6’ ou C6”’ (esterificagdo no C4” ¢ mais frequente) formando as lactonicas ou grupamento
carboxila do &cido graxo livre, forma acidia. De acordo com essas caracteristicas sdo
definidas suas propriedades fisico-quimicas e as futuras aplica¢@es [10].

Dependendo do tipo de interacdo e da forma de ordenamento das moléculas esses
glicolipidios podem apresentar diversas propriedades tais como: emulsificante, lubrificante,

formagéo de micelas, detergéncia, dispersabilidade, molhabilidade formacéo de espuma. Sdo
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considerados ‘“nature-friendly products” devido a sua baixa toxicidade e grande
biodegradabilidade. Apresentam eficiéncia de atuagdo em diferentes condi¢cdes ambientais tais
como pH, temperatura, forca idnica, além da biocompatibilidade, que os tornam vantajosos
quando comparados aos surfactantes sintéticos [11].

Os soforolipidios estdo em destaque devido as suas propriedades antimicrobianas, que
sdo verificadas pela relacdo entre a densidade superficial e a atividade dos soforolipidios
contra cepas de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Devido as suas caracteristicas a
producdo em larga escala e aplicacdo na area da saude podem ser desenvolvidas [12]. Os
mecanismos de acdo antimicrobiana dos soforolipidios sdo relatados como a desestabilizacéo
ou alteracdo da permeabilidade da membrana celular do patdgeno, modificacbes das
propriedades de carga-carga e a capacidade da soforose em danificar os envelopes
bacterianos. Assim, os soforolipidios sdo promissores para a inibicdo / ruptura de biofilmes
formados por microrganismos Gram-positivos e negativos, e esta atividade tem sido reforcada
pelo tipo de &cido graxo presente na molécula [12-13].

A eficiéncia dos soforolipidios contra bactérias patogénicas Gram positivas e negativas
ja sdo comprovadas [14-18]. O objetivo desse trabalho foi produzir, caracterizar e avaliar a
atividade antibacteriana de soforolipidios de Candida bombicola produzidos em meio com
gordura rde frango, contra bactérias Gram-positivas (Enterococcus faecium, Staphylococcus
aureus e Streptococcus mutans) e Gram-negativas (Proteus mirabilis, Escherichia coli,
Salmonella enterica subsp. enterica) de importancia para satde humana.

Material e Métodos
Microrganismos e meio de preservacao
Para a producdo de soforolipidios: Candida bombicola (ATCC 22214™) obtida da

American Type Culture Collection (ATCC), Manassas, USA (2013). Meio de preservacdo em
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(g L™): 10 de glicose, 3 de extrato de levedura, 5 de peptona, 3 de extrato de malte e 20 de
agar, for 48 h a 30 °C. A manutencdo foi a cada quatro semanas, mantida a 4 °C.

Para a atividade antibacteriana: seis (6) cepas sendo trés (3) Gram-negativas: P.
mirabilis ATCC 7002, E. coli ATCC 8739, S. enterica subsp. enterica ATCC 14028; e trés
(3) Gram-positivas: E. faecium ATCC 6569, S. aureus ATCC 6336 e S. mutans ATCC 25175.
Foram preservadas em meio BHI (Caldo de Infusdo de Cérebro e Coracdo) a 37 g.L™ com 20
a 30 % de glicerol a -80 °C.

Padrdo de soforolipidio: 1',4"-sophorolactona 6', 6"—diacetato (Sigma Aldrich, USA)
foi utilizado nas quantificagGes e nos testes de atividade antibacteriana.

Producéo de soforolipidios em gordura de frango

A fermentacdo foi realizada em biorreator de bancada (FerMac 320 - Electrolab
Biotech Ltda.) com capacidade de 5,0 L com volume operacional de 4 L do meio de
fermentacdo a 30 °C, taxa de aeracdo 1,0 vvm e agitacdo de 450 rpm. O meio de fermentagéo
em (g L™): 77,5 de glicose, 2,5 de extrato de levedura, e 75 de gordura da inddstria de frango
com a composicdo de 0,65 % de &cido miristico 23,9 % de acido palmitico; 6,69 % acido
estearico; 38,46 % acido oleico; 28,21 % de &cido linoleico e 2,06 % de acido linolénico [19].
O inoculo foi de 10 % (v/v). Amostras foram a cada 12 horas para acompanhar a producao de
soforolipidios, biomassa, consumos de agucares e lipidios. A gordura de frango foi extraida de
tecido residual da industria de frango, da regido de Londrina-Parand, segundo a Patente n° BR
10 2017 012044 9 [20].
Quantificacao dos Soforolipidios

Os soforolipidios foram extraidos do meio de fermentacao, apds centrifugacdo para a
retirada da biomassa, com acetato de etila (1:1 v/v) 3 vezes em funil de separacdo e na fase
organica foi adicionado metanol agua (4:1 v/v) e posteriormente hexano com metanol e agua

(1:1 v/v), formando duas fases, a fase superior (hexanica) contendo a gordura residual e a
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inferior (metandlica) os soforolipidios. Na fase com soforolipidios foram efetuadas mais 3
lavagens, com acetato de etila e agua (1:3 v/v), com intervalos de 40 min cada a 4°C. A
mistura de soforolipidios foi monitorada por cromatografia em camada delgada (CCD)
(Haque et al., 2016). A biomassa e 0 gordura residual foram quantificados por gravimetria a
70 "C e aglcares totais por fenol sulfarico [21]. A mistura de soforolipidios foi quantificada,
caracterizada e utilizada para verificacdo da atividade antibacteriana.

Caracterizacéo dos soforolipidios

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detector de arranjo de iodo (CLAE)

Foi usado detector de arranjo de iodo e coluna Shim-pack CLC-ODS(M)® C18 da
Shimadzu (4,6 x 250 mm; 4,6 um; 12 nm), comprimento de onda 207 nm, fase mével em
gradiente composto por 30 % de acetonitrila e 70 % de agua por 5 minutos, aumentando para
80 % de acetonitrila e 20 % de agua por 50 minutos [22].

Espectrometria de Massa (MS)

Foi utilizado espectrometro de massa marca Bruker modelo Compact triple-quadrupole
ESI-OTOF Il (Bruker®, Cologne, Alemanha) equipado com fonte de ionizagdo eletrospray
(ESI). As amostras foram preparadas em metanol grau MS e as andlises por injecao direta. As
condigdes foram: ionizacdo eletrospray (ESI) em modo negativo de 3200 V, temperatura do
capilar de 200°C, fluxo de gés no cone de 4 L min™ e pressdo do nebulizador de 4 bar. Os
dados foram analisados pelo software Bruker DataAnalysis 4.2.

Atividade Antibacteriana

As bactérias preservadas no item 2.1 foram cultivadas em caldo triptona de soja (30,0

L") por 18 a 24 h, 37 °C. As Gram-negativas foram transferidas para 4gar MacConkey (50,0

g.L™) e as Gram-positivas para 0 meio Mueller-Hinton (38,0 g.L™) mantidas por 24h a 37 °C.
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Microdiluicdo em Caldo
A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foi determinada pelo teste de microdiluicéo

em caldo, onde as suspencdes bacterianas foram ajustadas em 10° UFC ml™* (NaCl 0,9 %)
utilizando 0,5 a escala de McFarland. O soforolipidio foi solubilizado em 2% cloroférmio e
metanol (1:1) com concentracdo final de 2.000 pg / ml, diluicbes em série foram realizadas
em meio triptona de soja. 50 pL de soforolipidios foram inoculadas com 50 pL das diferentes
suspensoes bacterianas, atingindo a concentraco final de 5 x 10° UFC, incubadas a 37°C por
18 a 24 horas, resultado nas concentracdes (2000 pg ml™, 1000 ug ml™, 500 pg ml™, 250 pg
ml?, 125 pg ml™?, 62,5 pg mi™?, 31,2 pg ml™, 15,6 pg ml™ e 7,8 pg ml™). O efeito inibitério
foi detectado pela turbidez. Como os soforolipidios apresentaram-se turvos quando diluidos
em MHB, para confirmar o MIC, 10 pL da solugdo dos pogos foram plaqueadas em Agar
Miieller-Hinton (38 g.L™") e ap6s 18 a 24 h as unidades formadoras de colénias foram
contadas. Comparado ao padrdo de soforolipidios seguindo a metodologia do CLSI (The
Clinical & Laboratory Standards Institute, 2015).
Disco-difuséo

As suspensdes bacterianas de concentracdo 5x10° UFC foram também plaqueadas por
swab em meio agar Mueller-Hinton. Discos contendo 2,0 pug de soforolipidio foram dispostos
nas placas e incubadas a 37 °C por 24 h. A atividade antibacteriana do soforolipidio foi
verificada pela formacéo de halo ao redor do disco, indicando a zona de inibigdo. O teste foi
realizado segundo as normas do CLSI, 2015 [23].
Analise Estatistica

O perfil da producdo de soforolipidio e biomassa foram modelados usando regressao

ndo linear logistica (Equacéo 1) pelo Software R [24].

P=F_ _./(1+exp[(x;—x)/k]) (Eq.1)
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em que Prax € 0 valor maximo assintotico, k € o parametro de escala numerica no eixo de
entrada, Xo 0 valor x no ponto de inflexdo da curva. Para significancia dos parametros foi
usado o teste t. A qualidade de ajuste da equacdo dos modelos foi expressa pelo coeficiente de
determinacio RZe sua significancia estatistica foi pelo teste F. Os pressupostos dos modelos,
normalidade e homogeneidade de variancia dos residuos, foram pelo teste de Shapiro-Wilk
[24] e anélise grafica, respectivamente.

Resultados e Discussdo
Producéo de soforolipidios em gordura de frango

A producdo atingiu 27,86 g L™ com uma produtividade de 1,16 g/L h*em 120 he a
maxima assintética de acordo com o modelo foi de 33,42, uma variacdo de 19%,
demonstrando coeréncia nos resultados. Os consumos de glicose e gordura aumentaram
progressivamente com o tempo de fermentacdo atingindo 72,8 % e 63,8 % respectivamente
(Figura 1). O crescimento microbiano atingiu 8,48g L™ em 120 h, sendo a méaxima prevista de

8,68 pelo modelo.

Figura 1 — Producéo de soforolipidios (A), biomassa (B), consumo de gordura de

frango (C) e aclcar (d) por C. bombicola a 30°C, 450 rpm, 1,0 vvm em biorreator. Ae B
foram ajustados a equacgdo exponencial e logistica.
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O modelo proposto (Equacdo 1) mostraram elevada concordancia entre os valores
preditos e observados, como R? de 0,97 para as variaveis respostas em estudo. As analises de
residuos apresentaram normalidade (Shapiro-Wilk, p>0,05) e homogeneidade de varidncia
dos residuos, atendendo aos pressupostos dos modelos. Os parametros cinéticos definidos pela
equacdo 1 foram estatisticamente significativos (p<0,001) para soforolipidio e biomassa [25].

A producdo de soforolipidios é afetada diretamente pelo meio de cultivo empregado,
fontes alternativas podem levar a reducdo dos custos e proporcionar sustentabilidade a
producéo dos biossurfactantes [9]. Substratos alternativos tem sido foco de estudo pelo nosso
grupo e o emprego da gordura residual da industria avicola, como fonte lipidica no meio de
cultivo produziu de 39.81 g L™ de soforolipidios em frascos de Erlenmeyer [19];

O elevado custo de producdo desse biossurfactante esta ligado a complexidade dos
meios de cultivos, que pode atingir 60 % dos custos totais do processo fermentativo [26]. Para
a escolha de um residuo é necessario conhecer seus nutrientes e se esses atendem as
necessidades do crescimento do microrganismo e da produgdo do metabdlito desejado, assim
pode se ter dificuldades na escolha dos residuos agroindustriais, como substratos alternativos
para processos fermentativos [27]. Porém a utilizacdo desses substratos pode reduzir
significativamente, o custo de producéo e colaborar com a sustentabilidade ambiental.

Os soforolipidios de C. bombicola foram produzidos em melagco de cana-de-agucar e
0leo de coco (10 %) em 168 horas cultivo a 180 rpm, atingindo uma maxima producédo de 10
g L7[28]. Em 6leo de mamona a producdo de soforolipidios atingiu 6,1 g L™ essa baixa
producéo pode ser pela baixa concentracdo de acido palmitico (9,9 %) que pode ter reduzido a
producéo [29]. No nosso trabalho com a gordura de frango a producéo foi de 27,86 g L™ em
biorreator em 120 h, essa producéo foi superior sendo 4,6 vezes maior 0 que pode ter sido

influenciada pela maior quantidade de acido palmitico (23,9 %).
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Em estudos de producdo de soforolipidios de C bombicola utilizando um substrato
lipidico convencional, &cido oleico, a producdo foi de 199 g L™ correspondendo a
produtividade de 0,9 g L™ h [30]. Esses dados quando comparado ao obtido no nosso trabalho
(1,6 g L™ h) mostrou que o uso desse substrato residual foi positivo para a producéo de
soforolipidios.

Caracterizacao dos soforolipidios

A caracterizacdo dos soforolipidios podem contribuir para a expansao das aplicagdes em
areas distintas. Os métodos de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e
espectrometria de massa (MS) por foram utilizados para separacdo e identificacdo dos
soforolipidios produzidos por C. bombicola. Os principais tipos de soforolipidios produzidos
por C. bombicola encontrados no perfil cromatografico foram no tempo 39,56 min
predominando a forma acidica C18:2 monoacetilado, e em 43,39 min a forma lactonico C18:1
diacetilado, dados foram confirmados pela espectroscopia de massa ion molecular m/z 685
([M+Na']) e 711 ([M+Na']). A composicdo estrutural foi de 73,55 % de acidico C18:2
monoacetilado e 26,44 % de lactonico C18:1 diacetilado. Um outro tipo de soforolipidio
encontrado foi lacténico C18:0 diacetilado (48,17 min), representado pelo ion molecular m/z
713 ([M+Na']).
Atividade Antibacteriana

A atividade foi avaliada pela Concentracdo Inibitéria Minima (Tabela 1) e por disco-
difuséo (Figura 2). Os menores valores de CIM foram encontrados para as bactérias Gram
positivas usando soforolipidios a 250 (padréo) a 500 pug mL™ (amostra), e as Gram negativas
mostram-se menos susceptiveis a essa molécula, necessitando de contragdes maiores de 2000
Hg mL™ tanto para a amostra como para o padrdo. A comparagdo da atividade do padrdo

como os soforolipidios produzidos por C. bombicola (predominando acidico C18:2
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monoacetilado) ndo apresentou diferenca, mostrando que o produzido teve o mesmo efeito do
padréo.

Tabela 1 — Concentracéo Inibitoria Minima (CIM) dos soforolipidios de C. bombicola e
do padrdo contra patégenos humanos

CIM (pg ml™h)
Patdgenos
Padrao* Sofolipidio

Escherichia coli (-) 2000 2000
Salmonela entérica (-) 2000 2000
Proteus mirabilis (-) 2000 2000
Staphylococcus aureus (+) 500 500
Streptococcus mutans (+) 500 500
Enterococcus faecium (+) 250 500

*1',4"-Sophorolactona 6', 6"—diacetato

O efeito antimicrobiano foi observado por alguns autores que demonstraram que os [12]
soforolipidios nas concentracdes de 50 e 500 mg L™, levaram a uma reducéo da viabilidade
celular de bactérias Gram positivas (Enterococcus faecalis, Staphylococcus epidermidis,
Streptococcus pyogenes) e Gram negativas (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella typhimurium) Os valores encontrados no presente trabalho foram melhores para
bactérias do género Staphylococcus, Enterococcus, Streptococcus que apresentaram o MIC de
500 pg mL™ e E. coli de 2000 pg mL™, mostrando-se mais eficazes contra as bactérias Gram-
positivas (Tabela 1). Outros resultados semelhantes de atividade antimicrobiana de
soforolipidios, também foram relatados com concentracées de MIC de 50 ug mL™ e >750 ug
mL™ para S.aureus e E. coli, respectivamente [31]; A atividade antimicrobiana também foi
verificada em valores mais altos de MIC para Bacillus subtilis de 5000 ug mL™ e para

Pseudomonas.aeruginosa, E.coli e S. aureus de 10.000 ug mL™ [13]
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A comprovacédo da atividade antimicrobiana foi verificada pelo teste de disco difuséo,

onde houve a formagéo dos halos quando usado 2 pg de soforolipidios, Figura 2 (A — F). Esse

biossurfactante também tém sido relatado como agente antimicrobiano também pelo método

de poco-difusdo contra Bacillus subtilis e S. aureus, autores observaram a inibigdo do

crescimento em 0,5 % e 1,0 %, equivalente a uma massa de 30 pg e 60 pg, respectivamente

[13]. Em outro trabalho houve a formacgdo de halos para bactérias Propionibacterium acnes

(gram-positiva) na presenca de filmes com 1,8 g de soforolipidios e poli-hidroxibutirato

(PHB) [18]. Os resultados de formagdo de halo encontrados nos trabalhos corroboram com a
atividade antibacteriana em Gram-positivas e Gram-negativas na presenca de soforolipidios.

Figura 2 — Teste de disco difusdo do soforolipidio de Candida bombicola contra
bactérias Gram Negativa (A-C) e Gram Positiva (D-F)

A-Escherichia coli, B-Salmonella enterica subsp. enterica, C-Proteus mirabilis, D-Staphylococcus aureus, E- Streptococcus

mutans e F- Enterococcus faecium com um disco branco (controle) sem nenhum antimicrobiano.

O mecanismo de acdo antibacteriano dos soforolipidios tem sido descrito
principalmente pelo extravasamento dos contetdos citoplasmaticos, que foi comprovado pela
liberacdo da enzima malato-desidrogenase. Com a perda do contetdo diminui a probabilidade

de bactérias adquirirem resisténcia aos antibioticos [13].
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Os soforolipidios sdo comprovadamente mais eficazes para bactérias Gram-positivas do
que para Gram-negativas [14] sugerindo que 0 modo de acdo do soforolipidio pode ser ligado
a composicdo especifica da membrana externa de algumas cepas de bactérias quanto ao
envelope celular, sendo das Gram negativas mais complexo, sendo compostos por uma
membrana externa de lipopolissacarideo e fosfolipidio antes da camada de peptidoglicano e
membrana plasmatica interna [12].

As diferencas entre os envelopes celulares das bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas conferem diferentes cargas. As relagdes de carga e adesdo sdo dificeis de serem
estabelecidas, pois dependem de constituintes da membrana e da espécie das bactérias
[33,31]. Em pH préximo ao neutro a carga superficial de E.coli apresenta-se mais negativo do
que S. aureus, iSSo ocorre pois a composi¢cdo das membrana das bactérias gram negativas, é
em maior porcentagem de lipopolissacaridios (LPS). No pH neutro algumas moléculas de
soforolipidios sdo ionizadas e também apresentam cargas negativas que podem repelir essas
bactérias gram negativas [31], justificando a menor potencial antibacteriano dos soforolipidios
para as bactérias Gram-negativas.

Alguns autores relatam que os soforolipidios podem apresentar menores atividades
contra E. coli [32], o que foi possivel verificar com o soforolipidio de C.bombicola que
necessitou de 2000 pg mL™ de soforolipidios para inibir o crescimento de E.coli (Tabela 1).

A atividade antimicrobiana de soforolipidios produzidos por Starmerella bombicola foi
testada contra E. coli. As formas lactonicas e acidicas dos soforolipidios com acido palmitico,
estearico ou oleico foram testadas nas concentracfes de 0,1 %, 0,5 % e 1,0 % contra 5 cepas
de E. coli. Em periodos de 1 a 2 horas os lacténicos foram mais eficazes destacando o
estedrico e oleico. Todas as cepas de E. coli apresentaram diferentes susceptibilidades para os
trés tipos soforolipidios testados, as bactérias inativadas por soforolipidios sofreram danos na

membrana celular, ndo foi confirmado diferencas entre os lactonicos e acidicos [6].
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Concluséo

Este estudo demonstrou a possibilidade de produzir soforolipidios através de um
substrato residual da industria, a gordura de frango, em biorreator. A producéo foi de 27,86 ¢
L™ e uma produtividade de 1,16 g/L h™ em 120 h, préxima & estimada estatisticamente de
33,42 g L demonstrando que o processo foi eficiente. O soforolipidio foi caracterizado,
predominando as formas acidicas C18:2 monoacetiladas e lacténicas C18:1 diacetiladas. A
atividade antimicrobiana foi comprovada pelo CIM e teste de disco difusdo sendo 500 pg de
soforolipidios para inibir as bactérias Gram positivas e 2000 pg para as Gram negativas. O
trabalho sugere que o soforolipidio, produzido em gordura de frango, por C. bombicola
apresentou atividade antimicrobiana e pode ser uma alternativa sustentavel de producéo e

aplicacdo na area da saude.
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5.2 Artigo 2: Caracterizacdo e identificacdo dos soforolipidios produzidos por

Candida bombicola em residuo lipidico da indastria avicola por UHPLC-MS/MS.

Apresentado de acordo com as normas do periédico Journal of Cromatography B:
Normas:https://www.elsevier.com/journals/journal-of-chromatography-b/1570

0232generatepdf=true
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Resumo
A identificacdo dos componentes dos soforolipidios de Candida bombicola produzidos em
gordura residual de frango foram realizadas por metodologias associadas de CCD, HPLC,
UHPLC MS/MS. Pelos resultados as formas predominantes foram lactnicas diacetiladas
C18:1, C18:0 e C18:3 com 38,02; 21,17 e 8,82% do total de soforolipidios produzidos. Os
soforolipidios acidicos foram mono e diacetilados predominando C18:0 (8,97%);
C18:1(4,3%); C18:2 (2,7%) e C18:3 (1,6%). A maior parte dos soforolipidios produzidos
foram diacetilado (91,43%,). As técnicas preparativas CCD e CLAE foram eficientes e podem
auxiliar na identificacdo dos diferentes tipos de soforolipidios para possiveis aplicacdes

industriais.
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soforolipidios acidicos e lactdnicos

Introducéo

Os soforolipidios sdo biossurfactantes extracelulares pertencentes a classe de
glicolipidios que possuem um dissacarideo de soforose D-glicopiranosil o (2—1) B-D-
glicopiranose conectada pela extremidade redutora a uma longa cadeia de &cido graxo. Os
soforolipidios naturais podem ser desacetilados, mono, ou diacetilados na posicdo 6 'e / ou
6"da soforose e a presentam duas formas estruturais, acidica (onde o grupamento carboxila do
acido graxo encontra-se livre) e lacténica onde pode estar esterificado a soforose nos carbonos
C4>’, C6’ ou C6” (esterificacdo no C4” ¢ mais frequente). As caracteristicas quimicas dos
soforolipidios definem as propriedades fisico-quimicas que sdo determinantes para suas
futuras aplicagdes (Asmer et al., 1988; Ciesielska et al.,2014).

Dependendo do tipo de interacdo e do ordenamento das moléculas, os surfactantes
apresentam propriedades de emulsificante, lubrificante, formagdo de micelas, detergéncia,
dispensabilidade, molhabilidade e formacdo de espuma. Essas caracteristicas sao
determinadas pela localizagdo, tamanho e polaridade dos grupos funcionais que compdem a
molécula. As aplicacbes praticas dos biossurfactantes sdo totalmente dependentes do
conhecimento da sua estrutura quimica (Brumano; Soler; Silva, 2016).

Os soforolipidios podem ser produzidos por diversos microrganismos, destacando a
levedura Candida bombicola, que é uma grande produtora, com alto rendimento, auséncia de
patogenicidade e a incapacidade de colonizar tecidos, podendo ser usada na inddstria de
alimentos, farmacéutica e cosmética por ser considerada segura para salde humana (GRAS)

(Van Bogaert; Zhang; Soetaert, 2011).
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C. bombicola produz soforolipidios com diferentes isdmeros em suas formas acidas e
lactdnicas. Devido essa amplitude de formas, que variam desde formas acidas muito polares a
lactdnicas apolares, podendo ser acetiladas ou ndo torna-se dificil uma separacdo efetiva de
cada grupo estrutural dessas moléculas (Smyth et al., 2014). Essa variedade estrutural faz com
que a busca por diferentes métodos de identificacdo e caracterizacdo seja objetivo de estudos
para colaborar com as aplicacOes (Hirata et al., 2009)

A caracterizacdo dos soforolipidios de C. floricola foram realizadas por CLAE onde foi
identificada a glicose como o agUcar presente na estrutura, CG-MS identificou a composi¢édo
dos acidos graxos e por NMR foi confirmado que 95% dos soforolipidios sdo formas acidicas
acetiladas (6°,6”-di-O-acetylated) e que essa linhagem nédo produziu forma lacténica (Konishi
et al. 2017).

Bajaj e Annapure, 2015 analisaram as estruturas dos soforolipidios de S. bombicola
produzidos em oleo rico em &cido ricinoleico (acido 12-hidroxi-9-cis-octadecendico), por
vérias técnicas analiticas associadas, destacando LC-MS e **C e 'H NMR e os resultados
indicaram que 98,1% forma lactdnicos. e que o acido ricinoleico foi incorporado na molécula
de soforolipidio, podendo ser aplicado com surfactante, agente antimicrobiano, cosmético e
emulsificante.

Ribeiro et al., 2016 identificaram os componentes da mistura dos soforolipidios,
produzido por esse mesmo microrganismo, em meio a base de glicose e peptona, por (HPLC-
ELSD), (LC-ESI-MS), cromatografia liquida com ionizacdo por eletrospray e espectrometria
de massa (LC-ESI-MS/MS) e otimizaram a separacdo e identificacdo das formas acidicas e
lactonicas, predominando 93,2% de lactbnicos que se torna importante para diferentes
atividades bioldgicas.

A identificacdo dos componentes dos soforolipidios produzidos por Rhodotorula

bogoriensis foi realizada por HPLC-MS e os autores confirmaram a predominancia da forma
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acidica com o 13-hydroxydocosanoic acid (OH-C22) desacetilado, que foi testada para a
atividade antimicrobiano (Solaiman et al. 2015).

Hoa et al., 2017 caracterizaram os soforolipidios de C. bombicola produzidos em
melago de cana de aclcar e 6leo de coco por CCD e CLAE e o0s resultados mostraram
predominancia de soforolipidios lacténicos diacetilados com C18:1 e C18:2

Os métodos de identificacdo, caracterizacdo e purificacdo dos componentes da mistura
de soforolipidios sdo determinantes para elucidar as estruturas quimicas dos diferentes
soforolipidios, que podera correlacionar as futuras aplicagdes. O objetivo deste estudo foi
separar, purificar, caracterizar e identificar por diferentes técnicas analiticas e preparativas, 0s
componentes da mistura dos soforolipidios produzidos por C. bombicola em gordura residual

da indUstria avicola.

Materiais e Métodos
2.1 Materiais e Solventes

Os materiais foram: glicose (Biotec), extrato de levedura (Reactec), peptona
(Acumedia), extrato de malte (Himedia), agar (Himedia), ureia (Biosolve), gordura residual
de frango (Industria da regido), Silica Gel 60G (Merck), placa de Silica Gel 20 x 20 cm
(Alugram® Xtra SIL G/UVass) e padrdo de soforolipidios 1',4"-Sophorolactona 6', 6"—
diacetate (Sigma Aldrich). Solventes foram: acetato de etila (Reactec), metanol PA (CRQ),
hexano (Dinamica), cloroférmio PA (Synth), 4gua destilada, agua ultrapura (Sistema USF
Elga Maxima), metanol grau MS (LiChrosolv), acetonitrila PA (J.T Baker) e Cloroférmio
deuterado (Sigma Aldrich).
2.2 Producao de soforolipidios

Candida bombicola (ATCC 22214™) foi preservada em (g L™): 10 de glicose, 3 de

extrato de levedura, 5 de peptona, 3 de extrato de malte e 20 de agar, mantidos por 48 h a 30
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°C e estocada a 4°C. O meio de inoculo foi em (g L™): 100 de glicose, 10 de extrato de
levedura e 1 de ureia e 0 meio de fermentacdo composto em (g L™): 77,5 de glicose, 2,5 de
extrato de levedura, e 75 de gordura de frango (Minucelli et al., 2017). A producdo de
soforolipidios foi em biorreator de bancada (FerMac 320 - Electrolab Biotech Ltda.,
capacidade de 5,0 L) com 4 L do meio de fermentacdo a 30 °C, taxa de aeracdo 1,0 vvm e
agitacdo de 450 rpm e indculo de 10 % (v/v). Ao final de 120 horas os soforolipidios
produzidos foram extraidos e caracterizados.
2.3 Extracao de Soforolipidios

Os soforolipidios foram extraidos do meio fermentado com acetato de etila (1:1; v/v,
3x) em funil de separagdo. O solvente orgénico foi rotaevaporado, formando o extrato bruto
(EB), que foi solubilizado em metanol/agua (4:1; v/v) e particionado com hexano (1:1; v/v),
para retirar a gordura residual do EB. A fase hexanica contendo a gordura residual foi seca a
70 °C e quantificada por gravimetria, a metanolica foi removida com evaporacdo sob pressao
reduzida 60°C, formando extrato com soforolipidios (ESL). Para remover residuos
hidrofilicos esse extrato foi homogeneizado em acetato de etila e agua (1:3; v/v) trés vezes,
com 40 min de repouso a 4 °C. A mistura de soforolipidios foi monitorada por cromatografia
em camada delgada (CCD) (Haque et al., 2016).
2.4 Analise e Caracterizacado de Soforolipidio

O extrato com soforolipidios (ESL) foi submetido as técnicas de CCD e CLAE
analiticas e preparativas. As amostras das técnicas preparativas e o extrato com soforolipidios
foram também analisados por UHPLC-MS/MS
2.4.1 Cromatografia de Camada Delgada (CCD)

A CDD preparativa foi com fase estacionaria silica gel 60 Fzs4 (20 x 20 cm) e fase

movel metanol/diclorometano (1:1) acidificada com 7 % de solucéo de acido acético



56

(1%), revelada por luz UV. As bandas foram extraidas da fase estacionaria com acetato de
etila sequido de metanol. As fragdes resultantes foram analisadas por UHPLC-MS/MS para
identificacdo das diferentes estruturas dos soforolipidios (Rau, 1999; Ribeiro, 2012
modificado). A CCD analitica foi realizada nas mesmas condi¢des da preparativa diferindo na
revelacdo com p-anisaldeido a 110 °C por 20 minutos (Haque, 2016, modificado).
2.4.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Para CLAE analitica foi utilizada a coluna Shim-pack CLC-ODS(M)® C18 (4,6 x 250
mm; 4,6 um; 12 nm), bomba LC-20AT, detector SPD-M20A, auto amostrador SIL-20AHT,
forno CTO-20?%, degasser DGU-20Asg e software LabSolution (Shimadzu). A fase movel foi
agua (A) e acetonitrila (B) com gradiente de eluicdo inicial em 30 % de B até 5 min, depois
com 80 % de B em 30 min, permanecendo com 80 % de B até 55 min, retornando a 30 % de
B em 60 min e tempo de equilibrio até 62 min, na vazéo de 0,50 mL/min (Wadekar, 2012). As
amostras do extrato com soforolipidios diluidas em metanol, filtradas em Millex® 0,45 um
(Merck Millipore) e injecdo de 20 uL. A detecgdo em Z = 207 nm. Apos defini¢do do solvente
a CLAE preparativa foi realizada com a coluna Betasil C18, bomba LC-6AD, detector SPD-
10 A e software CLASS-CR10, fluxo 1,8mL/min por 140 minutos, inje¢do 1mL em
acetonitrila a 65,4% em &gua.
2.4.3 Ultra Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometro de Massas (UHPLC-MS/MS)

As fracdes de soforolipidios da CCD, CLAE preparativas e o extrato com soforolipidios
foram analisados por sistema cromatografico Shimadzu LC-20AD, detector SPD-20A, auto
amostrador SIL-20AHT, forno CTO-20A, degasser DGU-20%g, coluna Shimadzu C18 Shim-
pack XR-ODS® C18 (2,0 x 75 mm:; 2,2 um; 12 nm). Compact triple-quadrupole ESI-OTOF 11
equipado com fonte de ionizacdo eletrospray (ESI) (Bruker®, Cologne, Alemanha). Condigdes
de ionizacao do eletrospray (ESI): voltagem 3,200 kV, temperatura do gas de secagem 200

°C, fluxo de gas do cone de 9 L/min, pressao do nebulizador de 4 bar, modo negativo, analise
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dos dados pelo software Bruker DataAnalysis 4.2. Fase mdvel agua (A) e acetonitrila (B)
com gradiente de elui¢do iniciando em 20 % de B até 0,5 min, elevando a 80 % de B em 12
min e permanecendo até 17 min; retornando a 20 % de B em 19 min e tempo de equilibrio até

20 min. Vazéo de 0,20 mL/min e injecdo de 1,0 uL. Todas as amostras foram solubilizadas

em metanol MS e filtradas com Millex® 0,22 um (Merck Millipore).

Resultados e Discusséo
3.1Anélise e Caracterizacdo dos soforolipidios

As técnicas de CCD e CLAE sdo utilizadas para separacdo e quantificacdo dos
soforolipidios, para isso requerem um padrdo de congénere puro. Embora esses congéneres
sejam comercializados, técnicas cromatogréaficas preparativas CCD e CLAE sdo necessarias
para isolar os congéneres, evitando sobreposicdo ou supressdo de sinal de compostos em
menor quantidade (Clauss e Van Bogaert ,2017).
3.1.1 Cromatografia de Camada Delgada (CCD)

Foram avaliadas diferentes misturas de fases madveis: metanol e cloroférmio (1:1) (Koh
e Gross, 2016); cloroférmio, metanol e agua (65:15:2) (Ribeiro et al., 2012) e metanol e
diclorometano (1:1) com 5% ou 7% de H,O acidificada (com 1 % &cido acetico). A fase que
apresentou melhor capacidade de separacdo dos soforolipidios acidicos e lactdnicos foi
metanol e diclorometano (1:1) com 7% de H,O acidificada com 1 % acido acético e também
usada na CCD preparativa.

Pela Figura 1 é possivel observar a separacdo dos soforolipidios produzidos por C.
bombicola, 0 R¢ 0.20 é atribuido aos acidicos e os R¢ 0.50 e 0,60 aos lacténicos. Os Rt 0,65 e
0,87 sdo possivelmente contaminantes de baixa polaridade, extraidos juntos com o

soforolipidios produzidos por C. bombicola.
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Figura 1 - Cromatografia de camada delgada (CCD analitica) do soforolipidio de Candida
bombicola (Rf = Realtive front).

= 9

‘——» Rf 0,87

B — Rf065

» — Rf0.60
B Rf0,51

s —— Rf0.20

Pela CCD preparativa foi possivel observar os Rs 0.14 (CCD1) e R¢ 0.44 (CCD2)
correspondendo aos acidicos e os lactdnicos respectivamente, dados comparados com dos
autores Mousavi et al., 2015, que descreveram a presenc¢a de acidicos localizados na parte
inferior da CCD e os lactonicos na superior de acordo a polaridade.

As fragcbes CCD 1 e CCD 2 foram extraidas da silica com metanol, identificadas e
caracterizadas por UHPLC-MS/MS (Figura 2).

3.1.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

O extrato com soforolipidios foi submetido a separacdo por CLAE preparativa com fase
movel do sistema isocratica (65,4% de acetonitrila) estabelecida pelo gradiente de elui¢do do
item 2.4.2, na CLAE analitica.

Trés amostras foram coletadas nos intervalos de 13,3 a 40,3; 40,9 a 61,6 e 61,6 a120
min para identificadas e caracterizadas por UHPLC-MS/MS.

Pela Figura 3 foi possivel observar a separacdo de trés grupos, sendo um acidico

(Fracdo 1), um lacténico (Fracdo 3) e uma mistura de acidicos e lacténicos (Fracdo 2). Essa
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separacdo foi possivel devido a padronizacdo do sistema de eluicdo isocratica aqui
padronizado e aplicado por Davila et al., 1993.
3.2 Ultra Cromatografia Liquida acoplada ao Espectrometro de Massa (UHPLC-MS)

A analises dos soforolipidios por UHPLC-MS se faz necessaria pela ampla variedade
estrutural de seus congéneres. Essa técnica assegura a identificacdo e caracterizacdo dos
soforolipidios (Hu e Ju, 2001).

Considerando essa variabilidade de estruturas, a separacdo dos soforolipidios por
UHPLC nesse trabalho foi satisfatdrio, separando com eficiéncia as diversas estruturas e com
sobreposicdo apenas do lactdnico C18:1 (monoacetilado) e acidicos C18:1 (diacetilado). A
Tabela 1 descreve os diferentes soforolipidios do extrato produzidos por C. bombicola e suas

proporcoes.
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Tabela 1 — Estruturas de soforolipidios, massa molecular e proporcdo estrutural (%)

identificados por UHPLC-MS/MS produzidos por C. bombicola em residuo lipidico.

Estruturas dos Soforolipidios

Massa Molecular [M-1] oroduzidos % [ area
619 Lactonica, Ci6:0, Diacetetilada 1,02
643 Lactonica, Cis:2, Monoacetetilada. 1.10
645 Lactonica, C1s:1, Monoacetetilada 1,60
647 Lactonica, C1s:0, Monoacetetilada 4,43
659 Acidico, Cig:3, Monoacetetilada 0,04
661 Acidica, Cig:2, Monoacetetilada 0,50
661 Lactonica, Ci6:0, Diacetetilada 4.04
663 Acidica, C1g:1, Monoacetetilada 0.90
679 Acidica, Cy6:0, Diacetilada 0,02
679 Acidica, Ci6.0, Diacetetilada 0.80
685 Lactonica, Cis:p, Diacetetilada 8.82
687 Lactonica, Cis:1, Diacetetilada 38,02
689 Lactonica, Cis:0, Diacetetilada 21,14
701 Acidica, Cig:3, Diacetetilada 1,60
703 Acidica, Cig:2, Diacetetilada 270
705 Acidica, Cig:1, Diacetetilada 4.30
707 Acidica, Cig.0, Diacetetilada 8.97

O extrato com soforolipidios apresentaram a composicdo de 80,17% de formas

lactonicas e 19,83% acidicas, porém as formas acidicas apresentaram grande diversidade

qguando comparado a outros trabalhos (Hu e Ju, 2001; Nufiez et al., 2001; Ribeiro et al., 2012,

Konishi et al., 2017).

As formas predominantes foram lactonicas diacetiladas C18:1, C18:0 e C18:3 com

38,02; 21,17 e 8,82% do total de soforolipidios produzidos em gordura de frango, que

apresentou na sua composicdo altas concentracdes de C18:1, C18:2 (Minucelli et al., 2017)..
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Os soforolipidios acidicos foram também mono e di-acetilados, predominando C18:0
(8,97%); C18:1(4,3%); C18:2 (2,7%) e C18:3 (1,6%). Foi possivel observar que maior parte
dos soforolipidios produzidos foram diacetilado (91,43%,) possivelmente esse fato é
decorrente a maior aeracdo utilizada no processo fermentativo (Ratsep e Shah, 2009).

A Figura 2 apresenta as fragfes obtidas da CCD1 (A), CCD2 (B) e extrato de
soforolipidios (C) por UHPLC-MS. Na Figura 2 A e 2B estdo os soforolipidios acidicos e
lactdnicos extraidos da CCD preparativa respectivamente. A Figura 1C apresenta os acidicos
e lactonicos do extrato com soforolipidios. Esses resultados demosntram que a técnica CCD
preparativa foi eficiente pois além de separar os dois grupos favoreceu o ganho de sinal dos
acidicos (Figura 2 A) comparando com extrato de soforolipidio (Figura 2C).

Figura 2- Cromatogramas (UHPLC-MS/MS) do extrato de soforolipidios e da purificacdo

por CCD preparativa.

Fy
e
E
I J“—/_\\/\_-‘/J
C
_ M
4 6I | 'SI | 1I|:| IIE | 1I4 | | it

(A) Sofolipidios presentes na fragdo CCD1. (B) Cromatograma de soforolipidios presentes na fragdo CCD2. (C)

Cromatograma do extrato de soforolipidios.
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As 3 fracdes obtidas da CLAE preparativa foram analisadas por UHPLC-MS (Figura 3
A, B e C) e D o extrato com soforolipidios (Figura 3D). A fracdo 1 (Figura 3A) separou 0s
soforolipidios acidicos, a fracdo 3 (Figura 3C) os lactbnicos e a fragdo 2 (Figura 3B) é a
mistura de soforolipidios acidicos e lacténico. Esses resultados sdo equivaléncia aos obtidos
pela técnica CCD preparativa exceto a fracdo 2 que contém ambos o0s grupos (acidicos e
lactonico).

Alguns soforolipidios acidicos C16:0 di-acetetilado (680) (0,82%); C18:3 mono-acet.
(660) (0,04%) provavelmente ficaram retidos na CCD preparativa, ela forte polaridade da fase
estacionaria e baixa concentracdes desses soforolipidios. Na técnica CLAE preparativa, 0s
soforolipidios lacténicos C16:0 di-acet. (662), C18:0 di-acet. (690) e C18:1 di-acet. (688)
provavelmente ficaram retidos na coluna, por apresentar baixa polaridade.
Figura 3- Cromatogramas (UHPLC-MS/MS) do extrato de soforolipidios e da purificacdo por

CLAE preparativa.
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(A) Cromatograma de soforolipidios presentes na fracdo 1. (B) Cromatograma de soforolipidios presentes na fragdo 2. (C)

Cromatograma de soforolipidios presentes na fragdo 3. (D) Cromatograma do extrato de soforolipidios.
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As técnicas identificacdo e caracterizacdo dos soforolipidios produzidos por C.
bombicola, em residuo lipidico da industria avicola foram eficientes e conclusivas, destacando
que alguns soforolipidios acidicos, em baixa concentracdo, que dificilmente seriam detectados
e caraterizados foram encontrados no extrato de soforolipidios. Essas técnicas definem as
diversas estruturas dos soforolipidios, 0 que podem ser direcionadas para aplicacdes

industriais

Conclusao

As técnicas de CCD, CLAE e UHPLC-MS/MS permitiram elucidar a composicéo e
variabilidade dos soforolipidios produzidos por C. bombicola em residuo lipidico.
Predominaram lactdnicos com 80,17% sendo o diacetilados (C18:1) com 38,02%. Também
variedade soforolipidios acidicos presentes foi maior que na maioria dos trabalhos, e um
soforolipidios com trés instauracdes foi encontrado o que é pouco convencional (acidico
mono-acet. C18:3; soforolipidio acidico di-acet. C18:3).

As duas técnicas preparativas empregadas (CCD e CLAE) sdo pouco utilizadas na
purificacdo de misturas de soforolipidios, normalmente é aplicada cromatografia classica (em
coluna). Pelos resultados obtidos neste estudo, a CCD preparativa é promissora em relacao as
outras duas técnicas, apresenta baixo custo, menor tempo de andlise e eficiéncia similar as

demais técnicas.
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5.3 Patente: Processo de utilizacdo da gordura residual da indastria de frango para a
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6 CONCLUSOES

A producéo e produtividade de soforolipidios na gordura residual da industria avicola
atingiram 27,86 g L* e 1,16 g/L h™ respectivamente, demonstrando que esse

residuo foi promissor para a obtencdo desse biossurfactante.

Durante o acompanhamento da fermentacdo o pH reduziu de 6,0 para 3,7 que é
préximo ao 6timo para a producédo de soforolipidios por C. bombicola. Os consumos
de gordura de frango e glicose aumentaram com o tempo de fermentacdo e
atingiram 47,86 g L™ (63,8 %) e 56,42 g L™ (77,8%) respectivamente em 120h.

Os soforolipidios produzidos foram identificados e caracterizados por diferentes
técnicas e apresentaram predominancia das formas acidicas C18:2 monoacetilado
(73,55 %) e lactonicas C18:1 diacetilado (26,44 %).

Os soforolipidios de C. bombicola apresentaram atividade antimicrobiana contra
bactérias Gram positivas e Gram negativas nas concentracdes de 500 pug/ml e 2000
pg/ml respectivamente, demonstrando eficiente propriedade antibacteriana contra

patdgenos da area da saude.

Esses resultados podem contribuir com informagdes uteis, para utilizagdo da gordura
residual da industria de frango, para a producdo de soforolipidios, bem como, a
possibilidade de aplicacdo desse metabolito como um antimicrobiano natural, sem

causar risco a saude humana e animal.
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