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MINUCELLI, Tamires. Producdo de soforolipidios de Candida bombicola ATCC
22214 em substratos industriais de baixo custo e aplicacdo em
biorremediacdo. 2015. 97 f. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2015.

RESUMO

Os soforolipidios sdo biossurfactantes compostos por uma sefarose ligada a um
acido graxo. As suas propriedades tensoativas possibilitam um amplo potencial de
aplicacdo. Esses compostos sao sintetizados por diversas cepas do género Candida
na presenca de uma fonte hidrofilica e hidrofobica de carbono. Neste trabalho foi
avaliada a producéo de soforolipidios por Candida bombicola ATCC2214 utilizando o
melaco de cana de acuUcar, caldo de cana, sacarose ou glicose como fonte hidrofilica
e a gordura de frango ou 6leo de girassol como fonte hidrofébica. A composicéo da
melhor combinacdo foi otimizada utilizando um Box-Behnken. Os soforolipidios
produzidos foram caracterizados estruturalmente por espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e por ressonancia magnética
nuclear (RMN). Foram determinadas propriedades tensoativas: tensao superficial,
concentracdo micelar critica (CMC) e indice de emulsificacdo. Os soforolipidios
produzidos foram aplicados na biorremediacdo de solos contaminados com 0leo
lubrificante, juntamente com consoércio bacteriano comercial (Bacillus subtilis e
Bacillus licheniformis). A melhor producéo de soforolipidios foi de 16,83 g L™ em
gordura de frango com glicose. A condicdo otimizada para a producao dos SLP foi
75 g L™ de gordura de frango, 77,5 g L™ de glicose, 2,5 g L™ de extrato de levedura e
sem ureia, atingindo 41,63 g L™. A composicdo dos soforolipidios produzidos s&o da
forma lactbnica diacetilada, com capacidade de diminuir a tenséo superficial da agua
de 70 mN/m para de 35 mN/m, CMC de 65 mg L* e mostraram capacidade
emulsificante em O6leo lubrificante, n-heptano e tolueno. Os resultados obtidos
sugerem que esses compostos possuem potencial na aplicagcdo em biorremediacéo
de solos contaminados. Os soforolipidios ao serem adicionados ao consorcio
bacteriano (Bacillus subtilis e Bacillus licheniformis) apresentaram degradacao mais
alta do que apenas com 0s microrganismos comerciais. A melhor eficiéncia de
biodegradabilidade do Oleo lubrificante foi de 4%, onde foi adicionado 1 g de
soforolipidios e 4g do consércio bacteriano por Kg de solo.

Palavras-chaves: Soforolipidios. Candida bombicola. Gordura de frango. Solo
contaminado. Biorremediacao



MINUCELLI, Tamires. Production of sophorolipid by Candida bombicola ATCC
22214 in low cost substrates and application in biorremedioation. 2015. 97 p.
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ABSTRACT

The sophorolipidis are biosurfactants composed of a sepharose linked to a chain
hydroxy fatty acid. Their surface-active properties allow a wide application potential.
The sophorolipids are synthesized by several strains of Candida in the presence of
hydrophilic and hydrophobic sources. In this work, was evaluated the production of
sophorolipids produced by Candida bombicola ATCC2214, using sugar cane
molasses, cane juice, sucrose or glucose as hydrophilic source and the chicken fat or
sunflower oil as hydrophobic source. The composition of the best combination was
optimized using a Box-Behnken design. The sophorolipids produced were
characterized by Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR) and nuclear
magnetic resonance (NMR). The surface-active properties such as surface tension,
critical micelle concentration (CMC) and emulsification index were also determined.
Finally, the sophorolipidis were applied in the bioremediation Ilubricating oil
contaminated soils by increasing the availability of this contaminant to be degraded
by commercial bacterial consortium (Bacillus subtilis and Bacillus licheniformis). The
highest yield was 16,83 g L™ in chicken fat with glucose. The optimal condition get
41,63 g L™ of sophorolipids in 75 g L™ of chicken fat, 7,5 g L™ of glucose, 2,5 g L™ of
yeast extract and without urea. The sophorolipids produced were diacetilada lactonic
form, capable of reducing the surface tension of water from 70 mN / m to 35 mN / m,
CMC 65 mg L™ and showed to be good emulsifiers for lubricating oil, n-heptane and
toluene. The results suggest that these glycolipids have the great potential to be
used in bioremediation of contaminated soils. The sophorolipids together with the
bacterial consortium showed the highest degradation of the lubricating oil when
compared to the commercial microorganisms. The best efficiency of biodegradability
of the lubricating oil was 4% by adding 1 g Kg™ of soforolipidios and 4 g Kg™ of
bacterial consortium.

Keywords: Sophorolipids. Candida bombicola. Chicken fat. Contaminated soil.
Bioremediation.
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1 INTRODUCAO

A levedura Candida bombicola se destaca como produtora de
soforolipidios (SLP), um biossurfactante que, em sua porcgéo hidrofilica, contém
uma sefarose ligada a uma cadeia de acido graxo, sua porcéo hidrofébica. As
moléculas de SLP podem estar na forma acidica ou na forma lactdnica, na qual
ocorre uma esterificacado entre o acido carboxilico do acido graxo e a hidroxila
da sefarose. Os SLP sao sintetizados como uma mistura complexa de formas
acidicas e lactonicas, que podem apresentar outras variagées, como a presenga
de acetilagdes na sefarose ou no tamanho e presenca de instauragdes na cadeia

de acido graxos, o que conferem propriedades variadas.

Os soforolipidios (SLP) sao muito semelhantes aos surfactantes
quimicos, com vantagens de apresentarem baixa toxicidade e serem
completamente biodegradaveis nao causando danos ao meio ambiente.
Também devido a sua alta seletividade e atividade especifica em condi¢des
extremas de temperatura, pH e salinidade podem ser utilizados em diferentes
aplicagbdes industriais como agricola, alimenticia, petrolifera, cosmética,

farmacéutica e ambiental.

Para possivel aplicacdo dos biossurfactantes é necessario
desenvolvimento de processos mais econémicos de produgado, que pode ser a
utilizacado de residuos industriais e sua converséao eficiente e sustentavel em
produtos de alto valor agregado por meio de processos fermentativos. Dentre os
substratos de baixo custo para producao de soforolipidios destacam-se gordura
animal, 6leo de fritura, residuos de acidos graxos, aguas residuais de laticinios,
soro de leite, acidos graxos do sebo, melago de soja, glicerol bruto e melacgo de

cana.

Aliados aos substratos de baixo custo, a otimizacdo dos
componentes do meio € uma etapa importante no processo fermentativo e a
metodologia estatistica vem como uma ferramenta para a otimizagcdo de

processos objetivando altos rendimentos.
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Considerando as aplicagbes e o custo elevado dos
soforolipidios, estratégias como substratos de baixo custo para a formulagao do
meio de fermentacéo e a otimizacdo das condi¢gdes para alta produgdo devem
ser empregadas. Este trabalho se propds a utilizar gordura residual da industria
de frango para a producédo de soforolipidios por Candida bombicola e sua
aplicacédo em processos de biorremediacdo de solo contaminado com éleo

lubrificante.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

e Produzir soforolipidios por Candida bombicola ATCC 22214 em

substratos industriais e aplicar na biorremediagao de solos.

2.2 EsPECIiFICOS

e Avaliar a produgao de soforolipidios em diferentes substratos industriais
(melaco e caldo de cana de agucar, sacarose, glicose, 6leo de girassol e
gordura de frango) por Candida bombicola;

e Otimizar a producgéo variando a composi¢géo meio de cultivo;

e Caracterizar quimica e estruturalmente os SLP produzidos por Candida
bombicola na condi¢éo otimizada;

e Avaliar a capacidade dos soforolipidios na biorremediacdo de solo

contaminados com 6leo lubrificante.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 BIOSSURFACTANTES

Os biossurfactantes sao surfactantes naturais produzidos por
diversos microrganismos e possuem propriedades muito semelhantes aos
surfactantes quimicos, pois possuem propriedades tensoativas, ou seja, séo
capazes de alterar a tensdo superficial da solugdo em que estédo presentes
(SOLAIMAN, 2005).

As moléculas dos biossurfactantes séo anfifilicas (NITSCHKE,
PASTORE, 2002), possuem uma extremidade hidrofébica que & usualmente
composta por uma longa cadeia de acidos graxos, hidroxi-acidos graxos ou a-
alquil B- hidroxi-acidos graxos e a outra extremidade hidrofilica, que pode ser um
carboidrato, aminoacido, peptideo ciclico, fosfato, acido carboxilico ou alcool
(MULLIGAN, 2005). Esses agentes tensoativos costumam acumular nas
interfaces agua/ar e agual/dleo, bem como em superficies ar/soélidos e
liquido/sélidos resultando na reducao das forgas de repulsdo entre as diferentes
fases e permitindo que estas interajam, misturando-se mais facilmente e
formando emulsdes (SOBERON-CHAVEZ, 2010).

Os biossurfactantes sao principalmente classificados de acordo
com sua estrutura quimica e pela origem microbiana (FAKRUDDIN, 2012),
sendo divididos em dois grupos: de baixo peso molecular ou alto peso molecular
(Tabela 1). Os de baixo peso molecular geralmente séo glicolipidios, como a
trealolipidios, soforolipidios e rhamnolipidios ou sao lipopeptideos, como
surfactina, gramicidina S e polimixina. Os de alto peso molecular séo
polissacarideos anfipaticos, proteinas, lipopolissacarideos, lipoproteinas ou um
complexo desses biopolimeros. Os emulsificantes de baixo peso molecular séo
mais eficientes em diminuir a tensées superficial e interfacial, enquanto as de
alto peso molecular em estabilizar emulsdes 6leo e dgua (DESAI; BANAT, 1997;
ROSENBERG; RON, 2013). Devidos a essas propriedades os biossurfactantes
possuem amplas aplicagbes em areas como agricultura, médica, farmacéutica,

cosmeética, alimenticia e biorremediagéo.
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Tabela 1 - Biossurfactantes de baixo e alto peso molecular e seus
microrganismos produtores.

Biossurfactante

Microrganismo produtor

Referéncia

Rhamnolipidios
Trealolipidios

Pseudomonas aeruginosa
Rhodococcus erythropolis

Lang e Wullbrandt (1990)
Lang e Philip (1998)

5 Soforolipidios Torulopsis bombicola Davila et al. (1997)

S Glicolipidios Alcanivorax borkumensis Abraham et al. (1998)

8 Vicosina Pseudomonas fluorescens Neu e Poralla (1990)

© Surfactina Bacillus subtilis Liu et al. (2010)

= Gramicidina S Bacillus brevis Katz e Demain (1977)

% Polimixinas Bacillus polymyxa Suzuki et al. (1965)

g_’ Serrawettina Serratia marcescens Pruthi e Cameotra (1997)

g Lipopetidios Bacillus licheniformis Horowitz e Griffin (1991)

‘s Streptofactina Streptomyces tendae Richter et al. (1998)

M  Acido corinomicolico Nocardia erythropolis MacDonald et al. (1981)
Fosfolipidio Acinetobacter spp. Kaeppeli e Finnerty (1980)
Acidos graxos Widespread MacDonald et al. (1981)
RAG-1 emulsan Acinetobacter calcoaceticus

RAG-1 Rosenberg et al. (1979)
BD4 emulsan Acinetobacter calcoaceticus Kaplan e Rosenberg (1982)
BD413
Alasan Acinetobacter radioresistens Navon-Venezia et al. (1995)
KA53

t_Ts Glicoproteina Antartic bacterium Gutierrez et al. (2007)

3 Biodispersan Acinetobacter calcoaceticus A2  Rosenberg (1993)

@ Mannana-lipidio-proteina Candida tropicalis Kaeppeli et al. (1984)

§ Liposan Candida lipolytica Cirigliano e Carman (1984)

o Emulsan 378 Pseudomonas fluorescens Persson et al. (1988)

3 Complexo proteico Methanobaterium De Acevedo e Mclnerney

o thermoautotrophium (1996)

9 Inseticida Emulsificante Pseudomonas tralucida Appaiah e Karanth (1991)

<« Emulsificante termofilico Bacillus stearothermophilus Gunjar et al. (1995)

Acetilheteroppolisscaridio
Emulsificante de alimentos
Polissacarideo sulfatado
Fator PM

Polissacaridio extracelular
Emulcian

Sphingomonas paucimobilis
Candida utilis

Halomonas eurihalinia
Pseudomonas marginalis
Pseudomonas putida ML2
Phormidium J-1

Ashtaputre e Shah (1995)
Shepherd et al. (1995)
Calvo et al. (1998)

Burd e Ward (1996)
Bonilla et al. (2005)
Fattom e Shilo (1985)

Fonte: Rosenberg e Ron (2013) modificada

Os biossurfactantes apresentam importantes fungbes para

sobrevivéncia dos fungos e leveduras, como o0 aumento da biodisponibilidade de
substratos hidrofébicos, motilidade, adeséao, sinalizagéo e diferenciagéo celular,
formagdo de biofilmes, competicdo por nichos, amensalismo, atividade
antimicrobiana, fonte de armazenamento de carbono e comunicagao microbiana.

(RON; ROSENBERG, 2001; VAN HAMME; SINGH; WARD, 2006).
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3.2 SOFOROLIPIDIOS

Os soforolipidios (SLP) s&o glicolipidios extracelulares,
aniénicos e como surfactante, sdo moléculas anfifilicas que interagem entre as
fases de sistemas heterogéneos, possuindo uma cabeg¢a com um carboidrato e

uma cauda lipidica.

3.2.1 Estrutura dos Soforolipidios

A molécula de soforolipidio € composta por uma cauda
hidrofébica de acidos graxos, geralmente com 16 ou 18 carbonos (com uma ou
mais insaturagcdes) e uma cabeca hidrofilica contendo a sefarose, um
dissacarideo de glicose com uma ligacao 3 - 1,2 (2°-O-3-D-glicopiranosil-1-3-D-
glicopiranose) que pode ser acetilada nas posicdes 6' e/ou 6" (ASMER et al.,
1988; DAVILA et al. 1993; VAN BOGAERT et al., 2007). A cauda hidrofébica da
molécula esta ligada glicosidicamente a sefarose, o que diferencia os
soforolipidios dos alquilpoliglucosidios sintéticos, que apresentam uma ligacao
éster entre as porgdes hidrofilicas e hidrofébicas da molécula (SOLAIMAN et al.,
2014).

O grupo terminal carboxilico do acido graxo pode estar livre que
corresponde a cadeia aberta, que é a forma acidica (Figura 1.1) ou inteiramente
esterificada no grupo 4" (mais raramente 6' ou 6") que € a forma lacténica (Figura
1.8), enquanto o terminal com acidos graxos pode encontrar-se hidroxilados no
carbono terminal w ou sub-terminal w-1 (KOSTER et al.,1995; RAU et al., 2001;
NUNEZ et al., 2001).
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Figura 1 - Formas estruturais mais comuns de soforolipidios compostos por acido
graxo C18:1 produzidos por diferentes espécies de microrganismos

Composi¢do R’ R” Forma Notacédo M.
1 H H Lactonica Glc-Gle-1'4"-C18:1 604
2 H H Acidica Glc-Gle-1-C18:1 622
3 H Acetil  Lactbnica GlcOAc-Glc-1'4"-C18:1 646
4 Acetil H Lacténica Glc-GlcOAc-1'4"-C18:1 646
5 H Acetil  Acidica GlcOAc-Glc-1'-C18:1 664
6 Acetil H Acidica Glc-GlcOAc-1"-C18:1 664
7 Acetil  Acetil Lactdnica GlcOAc-GlcOAc-1'4"-C18:1 688
8 Acetil Acetil  Acidica GlcOAc-GIlcOAc-1'-C18:1 706

Fonte: Koster et al. (1995) e Rau et al. (2001)

Geralmente sao obtidos como uma mistura que pode ser
constituida por 40 tipos diferentes de soforolipidios (SMYTH et al., 2010).
Recentemente, Price et al. (2012) relatam a ocorréncia também de soforolipidios
na forma poliméricas diméricas (Figura 2-A, B) e triméricas (Figura 2-C, D) pela
nova levedura Candida sp. NRRL Y-27208.
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Figura 2 - Formas diméricas (A e B) e formas triméricas (C e D) de soforolipidios

produzidos por Candida sp. NRRL Y-27208.
RO =
y /% ;D Hﬂgﬁ,o
o ’ A
RO 0 HO
o 0 HO
HO OH

OH

0=C

Fonte: Price et al. (2012).

Microrganismos sintetizam diversos perfis de soforolipidios, a
Candida bombicola se destaca por produzir principalmente soforolipidios na
forma lacténica, diacetilados (posigdo 6’, 6”) com cadeias de acidos graxos

monoinsaturados com 16 ou 18 atomos de carbono, em uma menor proporgao,
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formas acidicas n&o acetiladas ou monoacetiladas (posigao 6”) (ASMER et al.,
1988; SOLAIMAN et al., 2004). A Candida apicola € uma espécie préxima
filogeneticamente da C. bombicola e dessa forma os glicolipidios e as
caracteristicas de produgdo sdo muito semelhantes (SPENCER; GORIN;
TULLOCH, 1970). Enquanto, a Candida batistae produz soforolipidios acidicos
C18:0 diacetilados em maiores quantidades que a forma lactonica (KONISH et
al, 2008).

A levedura Wickerhamiella domercqiae Y2A produz até 19 tipos
diferentes de soforolipidios com C18:0, C18:1, C18:2, C16:0, C16:1, C16:2 na
forma lactonica e acidicas monoacetiladas, diacetiladas e ndo acetiladas, sendo
a forma lacténica produzida em menor quantidade (CHEN et al., 2006a; MA et
al., 2011). No entanto, a W. domercqgiae Y2A (LI et al., 2013), quando cultivada
com 6leo de peixe, que € rico em acidos graxos poli-insaturados, é capaz de
produzir alguns soforolipidios ndo convencionais de cadeias longas, como: SLP
acidos nao- mono- e diacetilado C20:5 n-3 (Figura 3.A); SLP acido diacetilado
C22:6 n-3 (Figura 3-B); SLP nao acetilado lactonico C22:3 n-8 (Figura 3-C) e
SLP néao acetilado lactonico 20:0 (Figura 3-D).

Figura 3 — Soforolipidios ndo convencionais produzidos por cepa Wicherhamiella
domercqiae var. CGMCC 1576.

ORy COCH,
OR, m’éj \
o o 'g\-
H s ]
HO HO
H

o

CH,

Fonte: Li et al. (2013).
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Os SLP produzidos por Rhodotorula bogoriensis sao
caracteristicos por apresentarem cadeias de acidos graxos maiores que C18, as
formas predominantes sao de acidos graxos C22:0 e pequenas quantidades de
C24:0 e somente na forma acidica, pois ndo apresentam as cadeias de acidos
graxos terminais ou subterminais, apresentam hidroxilagdo interna e

subsequentemente vinculadas (NUNEZ et al., 2004).

3.2.2 Biossintese de Soforolipidios

Os soforolipidios sdo metabélitos secundarios e sua biossintese
ocorre na presenca de um substrato hidrofilico (glicose) e um lipofilico (alcanos,
ésteres, alcoois, aldeidos e acidos graxos). Inicialmente é necessario a
disponibilizagao dos acidos graxos a partir dos substratos lipofilicos, encontrados
no meio. Segundo a Figura 4, na presenca de triacilglicerois as lipases liberaram
os acidos graxos (Etapa 1) e quando a sintese ocorre a partir de alcanos ha
enzimas especificas que oxidam o alcano ao seu acido graxo correspondente
(Etapa 2) (COOPER; PADDOCK, 1984; CAVALERO; COOPER, 2003; VAN
BOGAERT; ZHANG; SOETAERT, 2011; OLIVEIRA et al., 2014)

Apés a liberagéo dos acidos graxos ha duas vias possiveis para

esses produtos serem hidroxilados:

e Sintese de novo: o acido graxo entra na via de 3-oxidagao e o substrato
oxidado libera um Acetil-CoA por volta. O Acetil-CoA esta envolvido em
varias rotas, mas aqui sera destinado a formag¢éo de uma nova cadeia
longa de acidos graxos, que entdo sera hidroxilado e incorporado ao
SLP (Etapa 3);

e Incorporacgéao direta: ndo ocorre a oxidacao do substrato via 3-oxidagéo,
em vez disso é imediatamente hidroxilado. O resultado é um acido graxo
hidroxilado com o mesmo comprimento da cadeia do substrato e que
entdo sera incorporado no SLP (CAVALERO; COOPER, 2003;
SOBERON-CHAVEZ, 2010).
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Ao contrario dos &cidos graxos, ndao ha evidéncias da
incorporacédo direta de agucares nos glicolipidios. Gébbert, Lang e Wagner
(1984) observaram que, independente do acucar utilizado como substrato
(glicose, frutose, manose, sacarose, maltose e rafinose) a porgao hidrofilica do
SLP é sempre a sefarose. Hommel et al. (1994) realizaram experimentos com
glicose marcada '3C e os resultados indicaram que grande parte da glicose
disponivel no meio é metabolizada pela via glicolitica, assim, a glicose

adicionada nos soforolipidios € proveniente da gliconeogénese (Etapa 6).

Se ndo houver uma fonte hidrofébica no meio, os acidos graxos
serao formados por sintese de novo e se a concentracéo de glicose for baixa,
parte dos acidos graxos serao utilizados para a manutencao celular em vez de
sintese de SLP (VAN BOGAERT et al, 2007).
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Figura 4 — Esquema da biossintese dos soforolipidios.
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Na etapa 4 os acidos graxos serdo hidroxilados no carbono
terminal (w) ou subterminal (w-1), esta hidroxilacdo € realizada pela acao da
enzima citocromo P450 mono-oxigenase NADPH dependente que pertencente
familia CYP52, ligada a membrana celular. Esses podem ser metabolizados via
B-oxidacdo (Etapa 5) ou atuar como precursor para a sintese de soforolipidios
(HOMMEL et al., 1994; VAN BOGAERT et al., 2009; VAN BOGAERT; ZHANG;
SOETAERT, 2011).

Na etapa 7, primeira molécula de glicose é ligada ao grupo
hidroxila do acido graxo através da glicosiltransferase | no C1’. Em um passo
subsequente, a segunda glicose é adicionada ao C2” pela a glicosiltransferase
II (Etapa 8) (VAN BOGAERT et al., 2007) e ambas as enzimas utilizam UDP-
glicose como substrato (ESDERS; LIGHT, 1972). Como resultados sao obtidos

o SLP acidicos nao acetilados (Etapa 9).

Esses SLP podem sofrem modificacbes por esterificacdes
internas (lactonizacéo) e acetilacdes. A acetilagao da sefarose nas posi¢coes C6’
e C6” sdo mediadas por uma acetil transferase dependente de Acetil-CoA (Etapa
10; 10a; 10b e 10c). A lactonizacédo do SLP ocorre pela reagao de esterificacéo
do grupo carboxila do acido graxo com o grupo hidroxila da sefarose. A maioria
das formas lactonicas séo esterificadas na posicao 4”, enquanto uma pequena
parte € esterificada nas posicdes 6 ou 6" (Etapas 11; 11a) pela enzima
lactonaesterase que se encontra ligada a parede celular (CIESIELSKA et al.,
2014).

3.2.3 Propriedades dos Soforolipidios

A mistura das formas acidicas e lactdnicas, os diferentes graus
de acetilagao, o comprimento da cadeia de acido graxo, saturagdes e posigao de
hidroxilagdes influenciam as propriedades fisicas, quimicas e biolégicas dos
soforolipidios (GLENNS; COOPER, 2006; ASHBY; SOLAIMAN; FOGLIA, 2008).
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Em relacdo as propriedades tensoativas, quando os SLP estéo
em agua, diminuem a tensao superficial de 72,80 mN/m para aproximadamente
40-30 mN/m, a concentragdo micelar critica (CMC) de 11 a 250 mg L' e o
balanco hidrofilico/lipofilico de 10 a 13, indicando que podem ser aplicados como
detergentes e estabilizantes de emulsdes 6leo/agua (VAN BOGAERT et al.,
2007).

Quando sao analisadas as propriedades das formas lacténicas
e acidicas, observa-se diferencas biolégicas e fisico-quimicas (VAN BOGAERT
et al, 2007). Soforolipidios lactonicos diacetilados apresentam uma estrutura
muito rigida, sendo mais hidrofobicos, com melhor reduc¢ao da tenséo superficial
e formando cristais (SOBERON-CHAVEZ, 2010). Os SLP acidicos formam um
Oleo viscoso marrom, com melhor agdo espumante e maior solubilidade em agua
(HIRATA et al., 2009b), sendo mais apropriados para uso nas industrias de

alimentos, cosméticos e biorremediacao (MA et al., 2011).

A presenca de grupos acetil afeta as propriedades, levando a
diminuicao da hidrofilicidade (SHAH et.al., 2005) e do CMC (OTTO et al., 1999).
O CMC e a tenséo superficial minima tém relagcéo inversa, com o aumento da
cadeia ocorre a diminuigdo de até 50%, por adicdo de cada CH2 (GLENNS;
COOPER, 2006).

Os soforolipidios podem diminuir as tensdes superficial e
interfacial, porém n&o sé&o bons agentes emulsificantes (COOPER; PADDOCK,
1984). Entretanto, Ma, Li e Song (2012) verificaram que SLP de cadeias de
acidos graxos longas (C>18) possuem capacidade de emulsificacdo melhor do

que os de cadeias mais curtas.

Os soforolipidios apresentam alta eficiéncia como surfactantes
em baixas concentragdes e apresentam baixa citotoxicidade em suas
concentragdes efetivas (HIRATA et al., 2009a), o que os capacitam em diferentes
aplicacdes. Estudos de Krivobok et al. (1994) demonstraram que esses
apresentam baixa citotoxicidade para fibroblastos humanos, para queratinécitos
humanos linhagem celular HPK Il (OTTO et al.,, 1999) e para queratinécitos

epidérmicos humanos normais (HIRATA et al, 2009a).
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3.3 MICRORGANISMOS PRODUTORES

Os primeiros pesquisadores a descreverem uma nova classe de
glicolipidios extracelulares foram Gorin, Spencer e Tulloch (1961) produzidos
pela levedura osmofilica Torulopsis magnoliae, uma cepa isolada a partir das
pétalas de serralha (Sonchus oleraceus). Esse glicolipidio se caracterizou como
0leo mais leve que a agua e composto por unidades de dissacarideo 2-O-3-D-
glicopiranosil-B-glicopiranose (sefarose), parcialmente acetilado, ligados através
de uma ligacdo B-glicosidica aos acidos 17-L-hidroxi-octadecandico e 17-L-
hidréxi-9-hidroxi-octadecendico  (GORIN;  SPENCER, TULLOCH, 1961;
TULLOCH; SPENCER; GORIN,1962). No entanto, essa cepa atualmente é

conhecida como Candida apicola.

Na mesma década duas novas cepas foram descobertas como
produtoras de glicolipidios. Jones, em 1967, detectou na levedura Torulopsis
gropengiesseri, um glicolipidio extracelular estruturalmente diferente do
produzido por T. magnoliae (GORIN; SPENCER, TULLOCH, 1961),
apresentando forma cristalina, na qual a sefarose era parte integrante de um anel
macrociclico (JONES, 1967). Em 1968, Tulloch, Spencer e Deinema
descreveram uma nova levedura produtora de soforolipidios Candida
bogoriensis (atualmente conhecida como Rhodotorula bogoriensis) isolada de

folhas do arbusto de Randia malleifera.

Spencer, Gorin e Tulloch (1970) identificaram a levedura
Torulopsis bombicola como produtora de soforolipidios (atualmente conhecida
como Candida bombicola) em amostras de néctar coletadas de flores silvestres
de regibes do Canada. Cooper e Paddock (1983), em seus estudos, com
Torulopsis petrophilum demonstraram que essa cepa foi capaz de sintetizar
glicolipidios semelhantes aos produzidos por Torulopsis bombicola e também

uma proteina emulsificante.

Chen et al. (2006b) identificaram uma levedura isolada de aguas
residuais contaminadas com Oleo, a Wickerhamiella domercqgiae Y2A, como

produtora de soforolipidios com a estrutura de 17-L-hidroxi-octadecandico, 1,4”
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lactonica, 6°,6” diacetilado, que s&o semelhantes ao principal SLP produzido por

C. bombicola e C. apicola.

Em 2008 a cepa de levedura termotolerante, Pichia anomala
PY1, foi isolada do alimento fermentado tailandés (Khao Mhak) e descrita como
produtora de soforolipidios (THANIYAVARN et al., 2008). Neste mesmo ano
Konish et al. (2008) descreveram a Candida batistae CBS 8550 como produtora
de soforolipidios. Em 2010, Kurtzman et al. identificaram outras trés espécies
produtoras de soforolipidios que foram Candida riodocensis, Candida stellata e
Candida sp. NRRL Y-27208 e em 2012, Kurztman relatou que essa cepa € uma

nova espécie de Candida kuoi.

O solo contaminado com petroleo na india foi fonte de estudos
dos pesquisadores Chadran e Das, que isolaram trés espécies produtoras de
soforolipidios, Candida rugosa, Rhodotorula mucilaginosa e Candida tropicalis
(CHADRAN; DAS, 2011; CHADRAN; DAS 2012). Ainda na india, em plantas de
tratamento de efluentes uma cepa de Cryptococcus sp. foi isolada como
produtora de SLP (BASAK; DAS, 2014). A Tabela 2 lista diferentes tipos de

microrganismos produtores de SLP.

Tabela 2 — Microrganismos produtores de soforolipidios

Microrganismo Referéncia

Candida apicola
Torulopsis gropengiesseri
Rhodotorula bogoriensis
Candida bombicola
Torulopsis petrophilum

Wickerhamiella domercqiae Y2A

Pichia anomala PY1
Candida batistae
Candida riodocensis
Candida stellata

Candida kuoi (Candida sp. NRRL Y-

27208)

Candida floricola TM1502
Candida rugosa
Rhodotorula muciliginosa
Candida tropicalis
Cryptococcus sp. VITGBN2

Spencer et al., 1961
Jones, 1967

Tulloch et al., 1968
Spencer et al., 1970
Cooper e Paddock, 1983
Chen et al., 2006a
Thaniyavarn et al. 2008
Konish et al. 2008
Kurtzman et. al, 2010
Kurtzman et. al, 2010
Kurtzman et. al, 2010;
Kurtzman, 2012

Imura et al., 2010
Chandran e Das, 2011
Chandran e Das, 2011
Chandran e Das, 2012
Basak e Das, 2014

Fonte: Elaborada pelo préprio autor
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3.3.1 Candida bombicola

Classificagdo taxondémica completa da Candida bombicola
(NCBI Taxonomy Browser, 2013):

Dominio: Eukaryota

Reino: Fungi

Sub-reino:  Dikarya

Filo: Ascomycota

Sub filo: Saccharomycotina
Classe: Saccharomycetes
Sub classe: Saccharomycetidae
Ordem: Saccharomycetales
Familia: Saccharomycetaceae
Género: Starmerella

Espécie: Candida bombicola - Forma anamorfica

Starmerella bombicola - Forma teleomorfica

A primeira cepa de Candida bombicola foi isolada e descrita por
Spencer, Gorin e Tulloch em 1970 a partir do mel e néctar de Bombus sp. (abelha
mamangaba), porém, na época esses autores a identificaram como do género
Candida. No entanto, anos depois, Rosa e Lachanche (1998) encontraram
diferengas filogenéticas a partir de estudos baseados nos dominios D1/D2 do
gene LSU rRNA e propuseram a criagdo do género Starmerella para acomodar

a forma teleomorfica (estagio sexual) de Candida bombicola.

As leveduras pertencentes ao género Starmerella, assim como
a Candida bombicola, estao associadas a abelhas, seus habitats e substratos
relacionados, dessa forma sugerindo a existéncia de uma interagédo mutualistica
entre eles (ROSA et al., 2003).
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3.4 FATORES QUE ATUAM NA PRODUCAO DE SOFOROLIPIDIOS

Os soforolipidios sdo metabdlitos secundarios e sua biossintese
ocorre principalmente na fase estacionaria de forma dissociada ao crescimento
celular (COOPER; PADDOCK, 1984; KIM; YUN; KIM, 2009). O tipo e a
quantidade de soforolipidios produzidos sédo influenciados por fatores como
microrganismo utilizado, composicado do meio (fontes de carbono, fonte de
nitrogénio e sais), condigdes ambientais (temperatura, agitacao e pH) e tipo do
processo fermentativo utilizado (TULLOCH; SPENCER; GORIN, 1962; DAVILA,;
MARCHAL; VANDECASTEELE, 1992).

As fontes de carbono para a sintese de soforolipidios
desempenham dois papéis no processo fermentativo, que é gerar de energia e
servir de substrato para a biossintese. Os cultivos s&o realizados com uma fonte
hidrofilica (carboidratos) e uma hidrofébica (lipidios, hidrocarbonetos, o6leos
vegetais e gorduras animais) e os melhores resultados foram obtidos a partir de
meios com as duas fontes de carbono combinadas (COOPER; PADDOCK, 1984;
HOMMEL et al, 1994; RAU et al., 2001). A influéncia positiva das duas fontes
ocorre porque cada uma € importante para a sintese de uma das partes
(hidrofébica e hidrofilica) da molécula do soforolipidio (BAJAJ; TILAY;
AMAPURE, 2012).

Quando esta disponivel apenas uma das fontes de carbono a
producéo de soforolipidios € baixa (COOPER; PADDOCK, 1984). A Candida
bombicola é capaz de sintetizar tanto a porgéo hidrofilica quanto a hidrofébica a
partir de uma fonte de carbono (ZHOU; KOSARIC, 1995).

Dentre os carboidratos empregados na producédo de
soforolipidios destacam-se a glicose, sacarose, frutose, manose, maltose,
rafinose, lactose, galactose, xilose. A glicose € a principal fonte de carbono
hidrofilica utilizada na producao de SLP e para os outros mono e dissacarideos
o nivel de producéo de SLP normalmente é menor (GOBERT; LANG; WAGNER,
1984; ZHOU; KOSARIC, 1993; RISPOLI; BADIA; SHAH, 2010; BAJAJ; TILAY;
ANNAPURE, 2012). A fonte de carbono hidrofilica utilizada nao altera a estrutura
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da porgéo hidrofilica (GOBERT; LANG; WAGNER, 1984) e nao influencia na
composicado final dos soforolipidios (KLEKNER; KOSARIC; ZHOU, 1991;
RIBEIRO et al., 2013).

Zhou e Kosaric (1993) com C. bombicola utilizaram fontes
hidrofilicas a glicose, sacarose, galactose e lactose como fonte hidrofébica o 6leo
de oliva na produgao de SLP. As produgdes foram 136,6 g L™, 58,32 g L', 46,46
gL"'e 24,41 gL respectivamente. Quando o meio continha apenas lactose,
nao houve crescimento celular, porém no meio com lactose e 6leo de oliva
ocorreu a producao de SLP, demonstrando que a C. bombicola ndo é capaz de
consumir lactose devido a auséncia de um sistema transportador de lactose e/ou

da enzima galactosidase.

Bajaj, Tilay e Annaupere (2012) avaliaram glicose, sacarose,
maltose, lactose, frutose e xilose na produgéo de soforolipidios. As melhores
producdes foram 11,83 g L' em glicose, 8,46 g L' em sacarose, e para as outras

fontes a produgdo nao ultrapassou 6,0 g L.

As fontes hidrofobicas influenciam fortemente na estrutura dos
SLP quanto a cadeia de acido graxo que sera incorporado na molécula, bem

como nas formas acidicas e lactonicas.

Felse et al. (2007) avaliaram como fontes de carbono
hidrofobicas os acidos graxos: miristico (C14), palmitico (C16), estearico (C18),
oleico (C18:1), linoleico (C18:2), linolénico (C18:3) e eicasondico (C20). As
maiores produgdes ocorreram com acidos graxos C16 e C18 e as menores com
os C14 e C20. Os autores observaram que o grau de insaturagdo afetou a
producdo de soforolipidios, pois acidos graxos monoinsaturados (C18:1)
resultaram em alta produgéo e os acidos graxos com 2 (C18:2) ou 3 (C18:3)

insaturacgdes levaram a diminuig&o na producgao.

Davila, Marchal e Vandecasteele (1994) produziram
soforolipidios utilizando n-alcanos, 6leo animal e 6leo vegetal e seus respectivos
ésteres como fontes hidrofébicas. A melhor producéo foi de 340 g L utilizando
Oleo de canola, que € um substrato rico em acidos graxos C18:1. Dentre os

substratos testados as maiores produgdes foram nos que continham maiores
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concentragcdes de C16 e C18, que s&o incorporados diretamente na molécula de
SLP. A maior parte dos substratos com C12 e C14 foi metabolizada e uma menor
quantidade foi incorporada diretamente na molécula. No entanto, quando a
cadeia de acidos graxos possui mais de duas insaturacbes eles ndo sé&o

incorporados.

A presenca de n-alcanos (hexadecano, heptadecano ou
octadecano) na producgéo de SLP estimulam a producao em até 85% de SLP na
forma lactdnicas desacetilada (STUWER et al., 1987; DAVILA; MARCHAL;
VANDECASTEELE, 1997; CAVALERO; COOPER 2003).

BRAKEMEIER et al. (1995) adicionaram &lcoois secundarios
com cadeias de C12 a C16 como fontes de carbono e obtiveram soforolipidios
com a por¢ao hidrofobica correspondente ao alcool utilizado como substrato. A
adicaéo de 2-dodecanol resultou em 88% de incorporagao direta do substrato ao
soforolipidios (BRAKEMEIER; WULLBRANDT; LANG, 1998).

Os soforolipidios sdo produzidos no final da fase exponencial e
inicio da fase estacionaria sob condi¢cdes limitantes de nitrogénio (CASAS,
LARA, GARCIA-OCHOA, 1997; RAU et al. 2001). A limitacdo de nitrogénio leva
a um aumento da atividade das enzimas envolvidas na biossintese de
soforolipidios (ZHOU; KOSARIC, 1995; RAU et al.,, 2001; VEDARAMAN;
VENKATESH, 2010).

Para a producdo de soforolipidios o0s microrganismos
metabolizam fontes organicas e inorganicas de nitrogénio. As fontes inorganicas
estudadas na producao de SLP foram NHsNOs (MCCAFFREY; COOPER, 1995),
NaNOs (RIBEIRO et al.,, 2013), (NH4)2.SOs4 (RAU et al, 2001), NH4ClI
(KURTZMAN et al., 2010). Entretanto, essas fontes inorganicas sé&o
desfavoraveis para a produg¢do de SLP devido a falta de outros elementos
essenciais como acido pantoténico, tiamina, pirodoxina (ZHOU; KLEKNER;
KOSARIC, 1992).

Entre as fontes de nitrogénio organicas estudadas encontram-
se o extrato de levedura (CASAS; GARCIA-OCHOA, 1999), extrato de malte,
peptona bacteriolégica, peptonas de soja (RISPOLI; BADIA; SHAH, 2010),
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extrato de malte (SHAH; PRABHUNE, 2007) e milhocina (DAVILA et al. 1994).
O extrato de levedura foi determinado como a melhor fonte de nitrogénio para a
producao de soforolipidios e biomassa por Casas, Lara e Garcia-Uchoa (1997),
que uma ¢ fonte de vitaminas, elementos tragos como zinco, magnésio, ferro

entre outros.

A concentracdo 6tima de extrato de levedura ndo esta definida,
no entanto altas concentragdes de extrato de levedura é favoravel para o
desenvolvimento da biomassa, mas diminui a producao de soforolipidios, devido
ao esgotamento das fontes de energia pelo crescimento celular (CASAS;
GARCIA-OCHOA, 1999). Diferentes valores de concentragdo de extrato de
levedura sdo apresentados na producdo de SLP, como 1 g L' (CASAS;
GARCIA-OCHOA, 1999), 2 g L' (DAVERY; PAKSHIRJAN, 2010), 3 g L' (ZHOU;
KLEKNER; KOSARIC, 1992), 4 g L' (ZHOU; KOSARIC, 1995; VEDARAMAN;
VENKATESH, 2010) e 5 g L' (COOPER; PADDOCK, 1984).

Bajaj, Tilay e Annapure (2012) avaliaram a influéncia de
diferentes fontes nitrogénio organicas e inorgénicas na sintese de SLP por C.
bombicola em meio contendo 10% de glicose e 10% de acido oleico e a melhor
combinagio foi extrato de levedura a 1% e ureia a 0,1% com 23,2 g L' de

producao.

As fontes de nitrogénio, além da produg¢ao também influenciam
no balancgo de formas lacténicas/acidicas de soforolipidios sintetizadas. A fonte
de nitrogénio inorganica NaNOs estimula a produgéo de soforolipidios acidicos
diacetilados, devido ao prolongamento da fase exponencial na presenca desse
sal (RIBEIRO et al., 2013). Concentractes de extrato de levedura a partir 5 g L
estimulam a formagao de SLP acidicos (CASAS; GARCIA-OCHOA, 1999), nos
estudos de Zhou e Kosaric (1995), 4 g L' de extrato de levedura levaram a

maiores produgdes de SLP lacténicos diacetilados.

A alteragéo do pH durante o crescimento de Candida bombicola
e producao de soforolipidios é caracterizado por uma queda para valores entre

2,6 e 4,0. Esta diminuicdo do pH é promovida pelo consumo da fonte de
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nitrogénio e geragédo de acidos graxos (ALBRECHT; RAU; WAGNER, 1996;
ASHBY; SOLAIMAN; FOGLIA, 2008; DAVEREY; PAKSHIRAJAN, 2009a).

O pH 6timo para a producéo soforolipidios foi descrito em 3,5
durante a fermentacéo e o pH inicial mantido entre 5,0 e 6,0 para promover o
crescimento celular. Posteriormente, durante a fase estacionaria o pH foi
mantido 3,5 para estimular produgédo de soforolipidios (GOBBERT; LANG;
WAGNER, 1984; DAVILA; MARCHAL; VANDECASTEELE, 1997; DANIEL et al.,
1999; HU; JU, 2001; MORYA et al., 2013). Quando o pH é controlado pode
promover um aumento de até 27,6% na producgao de soforolipidios (DAVEREY;
PAKSHIRAJAN, 2010), porém, alguns trabalhos n&o controlaram o pH devido a
queda natural para valores mais acidos durante a fase estacionaria (BAJAJ;
TILAY; ANNAPURE, 2012).

A temperatura 6tima para a producao de soforolipidios por T.
bombicola foi determinada por Gébbert, Lang e Wagner (1984) sendo de 21°C,
porém, os autores sugeriram que fossem utilizadas temperaturas mais elevadas,
para facilitar a retirada de amostras e adigdo de 6leos. Outros autores descrevem
fermentacdes entre 25°C a 30°C, nessas temperaturas os teores de
soforolipidios ndao se alteram. A temperatura de 30°C estimulou o crescimento
celular e o consumo de substratos (CASAS; GARCIA-OCHOA, 1999;
VEDARAMAN, VENKATESK, 2010).

O suprimento de oxigénio também € um fator importante no
processo fermentativo, pois leveduras sao sensiveis a limitagcdo de oxigénio
durante a fase exponencial de crescimento (GUILMANOV et al. 2002). Na fase
estacionaria, a oxigenacédo € essencial na produgdo de soforolipidios, pois a
enzima envolvida na biossintese, a citocromo P450 mono-oxigenase, necessita
de oxigénio molecular para sua atividade (VAN BOGAERT; ZHANG;
SOETAERT, 2011). Altas concentra¢des de substratos nos cultivos ocasionam
taxas de transferéncias de oxigénio insuficiente e afetam tanto o crescimento
celular quanto a produgcédo de SLP (VEDARAMAN; VENKATESH, 2010).
Guilmanov et al. (2002) investigaram o efeito da aeracdo em frascos de

Erlenmeyer e verificaram que, geralmente, niveis mais altos de oxigenacao
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resultaram no aumento da produgdo. As condi¢cbes 6timas de aeracdo foram
entre 50-80mM O2/L h™".

Além disso, as condi¢gdes de aeragdo podem influenciar na
proporgao dos diferentes SLP, sendo que menores niveis de oxigenagao durante
o processo fermentativo contribuem para o aumento da porg¢ao lipidica saturada
do SLP (GUILMANOV et al., 2002). Altos niveis de aeracgao, levam a auséncia
de formas desacetiladas, altas proporc¢des de formas diacetiladas e aumento das
formas lacténicas (RATSEP; SHAH, 2009).

O tipo de processo fermentativo influencia na produgéo de
soforolipidios, podendo ser utilizados processos fermentativos em batelada,
batelada alimentada e continua. A produgdo em batelada em frascos agitados
nao € o mais produtivo, porém & ideal para estudos iniciais em pequena escala.
(GUILMANOQV et al. 2002; KIM; YUN; KIM, 2009) ou em larga escala em
biorreatores (DANIEL et al. 1999, SHAH; JURJEVIC; BADIA, 2007).

As maiores produgdes de soforolipidios encontradas na
literatura foram realizadas em biorreatores por batelada alimentada, sendo
obtidos valores de 300 g L' (RAU et al., 2001), 365 g L' (KIM et al., 2009) e
maiores que 400 g L' (OTTO et al., 1999; PEKIN, VARDAR-SUKAN, KOSARIC,
2005).

3.5 RESIDUOS INDUSTRIAIS

A substituicdo dos surfactantes quimicos por moléculas de
origem biolégica s6 sera viavel se forem desenvolvidos processos mais
econdmicos de producédo (FELSE et al.,, 2007). Geralmente, o custo das
matérias-primas contribui em até 75% do pregco dos bioprodutos, e para os
soforolipidios competirem com um surfactante quimico, que é mais viavel, é
importante o meio de fermenta¢do mais competitivos e com alto rendimento para
a producdo. (DAVEREY; PAKSHIRAJAN, 2009a). Além disso, baseando na

protecdo ambiental e na economia de processos, os residuos e subprodutos
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utilizados como substratos nos cultivos devem ser renovaveis e localmente
disponiveis em grandes quantidades, para obtencdo de uma producao
sustentavel (RAU et al., 2001).

A Tabela 3 compila pesquisas que utilizaram residuos e/ou
subprodutos, como fontes de carbono hidrofilica ou hidrofébica para produgéo
de soforolipidios por Candida bombicola.

Daverey e Pakshirajan (2009b) utilizaram melago de cana de
acucar e diferentes 6leos vegetais (6leo de oliva, girassol e soja) para produzir
SLP. A melhor combinacao foi do melago de soja com 6leo de soja atingindo a
producdo de 23,25 g L' com 120h, que é valor proximo da producao do cultivo

controle (glicose e 6leo de soja) que atingiu 29,37 g L,

O residuo escolhido nas pesquisas de Solaiman et al (2007) foi
melago de soja, atingindo uma producgédo de 75 g L' no cultivo contendo o melago

de soja e acido oleico como co-substratos.

Daniel et al. (1998) obtiveram um alto rendimento, de 280 g L™,
de soforolipidios usando meio contendo soro de queijo desproteinizado, extrato
de levedura e 6leo de canola em biorreator. No entanto, a lactose nao foi
consumida e nédo houve presenca de atividade da P galactosidase no

sobrenadante ou no extrato de células.

Deshpande e Daniels (1995) utilizaram gordura de porco como
fonte de carbono hidrofébica e millhocina como fonte de nitrogénio, que séo
substratos mais econdmicos que os 6leos vegetais e extrato de levedura, que
normalmente sao usados. A fermentagcédo foi realizada em biorreator e eles

obtiveram 120 g L' de soforolipidios em 68h de cultivo.

Shah, Jurjevic e Badia (2007) investigaram a habilidade C.
bombicola produzir o SLP a partir do residuo de oOleo de restaurante. A

fermentacdo foi desenvolvida em batelada e obtiveram 34 g L' do glicolipidio.

Daverey, Pakshirajan e Sumalatha (2010) utilizaram como meio

de cultivo agua residuaria de industria de laticinios. A producdo maxima foi de
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62 g L' quando esse substrato foi suplementado com glicose, extrato de

levedura e 6leo de soja.

Tabela 3 — Residuos e subprodutos para a producado de SLP e as melhores
producdes descritas por diferentes autores.

Producao de
Soforolipidios

Referéncia Fonte hidrofilica Fonte hidrofébica (g L)
Ashby et al., 2005 Glicerol Residuo da industria 60,00
de biodiesel

Ashby; Solaiman; Glicerol Oleo de soja + 46,00
Foglia, 2006 metanol
Daniel et al., 1999 Soro de leite Oleo de canola 280,00

desproteinizado
Daverey; Pakshirajan, Melaco de cana de  Oleo de soja 23,25
20092 agucar
Daverey; Pakshirajan, Melaco de cana de  Oleo de soja 63,67
2009b agucar
Daverey; Pakshirajan; Agua residuaria Oleo de soja 38,76
Sangeetha, 2009 industria de

laticinio sintética +

Melaco de soja
Daverey; Pakshirajan; Agua residuaria de  Oleo de soja 62,00
Sumalatha, 2010 industria de

laticinio
Davila; Marchal; Glicose Oleo de peixe 51,00
Vandecasteele, 1994
Desphande; Daniels, Glicose Gordura animal 120,00
1995 (porco)
Felse et al., 2007 Glicose Sebo =~ 120,00
Fleurackers, 2006 Glicose Oleo de fritura 49,00
Shah; Jurjevic; Badia, Glicose Oleo de fritura 34,00
2007
Solaiman et al., 2004 Melaco de soja Acido oleico 75,00
Solaiman et al., 2007 Melago de soja Acido oleico 75,00
Wadekar et al., 2012b Glicose Oleo de fritura 4,26
Konish; Yoshida; Hidrolisado de Oleo de oliva 49,29

Horiuchi, 2015

palha de milho

Fonte: Elaborado pelo préprio autor

3.6 APLICACOES DOS SOFOROLIPIDIOS

Os soforolipidios sao particularmente atrativos para produgéo e
uso comercial por serem sintetizados em altas concentragdes por leveduras nao
patogénicas (VAN BOGART et al.,, 2007), produzidos a partir de recursos
renovaveis (CAVALERO; COOPER, 2003), residuos industriais (DESHPANDE;
DANIELS, 1995; ASHBY et al.,, 2005; SOLAIMAN et al, 2007), e de facil
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recuperacao (KITAMOTO; ISODA; NAKAHARA, 2002). Além disso apresentam
vantagens sobre os surfactantes quimicos, como atoxicidade e
biodegradabilidade (PULATE; BHAGWAT; PRABHYNE, 2012).

Na area de biorremediagdo, os biossurfactantes tém a
capacidade de melhorar esse processo, aumentando a area de superficie e a
biodisponibilidade dos contaminantes (RON; ROSENBERG, 2002; SINGH; VAN
HAMME; WARD, 2007). Em solos contaminados com fenantreno, os
soforolipidios foram capazes de remover 71% desse contaminante em 4 dias
(SCHIPPERS et al., 2000).

Os soforolipidios demonstraram alta eficiéncia no processo de
lavagem de solos contaminados com O6leo bruto e como agentes
potencializadores da biodegradacgéao “in situ” (KANG et al., 2010). Os SLP podem
ser aplicados na industria de petréleo, sendo uteis na recuperagdo do o6leo
secundario, remoc¢ao das brocas e regeneracao dos hidrocarbonetos em lamas
e sedimentos (BAVIERE et al. 1994; MARCHAL et al. 1999; PESCE 2002 apud
VAN BOGAERT et al., 2007) e na remocéo de metais pesados de sedimentos
(MULLIGAN; YONG; GIBBS, 2001; FELSE et al., 2007).

Os soforolipidios exibem efeitos terapéuticos como agentes
antitumorais, antimicrobianos, antifungicos e antivirais. A maioria destas
atividades biolégicas esta relacionada com mecanismos que envolvem a
alteracdo da permeabilidade de membranas celulares (KITAMOTO; ISODA;
NAKAHARA, 2002; SHAH et al., 2007; ZARAGOZA et al. 2009). Os SLP
apresentam atividade tdéxica contra Staphylococcus aureus, Candida
parapsilosis (KRIVOBOK et al., 1994), Bacillus subtilis, Staphylococcus xylosus,

Staphylococcus mutans, Propionibacterium acne (KIM et al., 2002).

Sun, Choi e Kim (2004) investigaram a atividade algicida dos
soforolipidios sobre as algas nocivas Alexandreum tamarense, Heterosigma
akashiwo e Cochlodinium polykrikoides e observaram uma inibicéo de até 90%
do crescimento. Essa inibicdo induzindo a ecdise em A. tamarense, a lise celular
rapida em H. akashiwo e a turgescéncia em C. polykrikoides, causando danos

irreversiveis nas células das algas estudadas.
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Devido a sua caracteristica anfifilica, os SLP sao capazes de
formar micelas com caracteristicas estruturais e propriedades fisico-quimicas
unicas, permitindo a formacédo de nanoestruturas, com potencial para serem
utilizadas como sistema de liberagéo controlada de farmacos (JOSHI-NAVARE;
PRABHUNE, 2013). Essa classe de glicolipidios também pode ser utilizada
como imunomoduladores, pois modulam a atividade anti-inflamatéria através da
diminuigéo da produgao de 6xido nitrico e citocinas, reduzindo a mortalidade de
cobaias (HARDIN et al., 2007; BLUTH et al., 2006) sem afetar a microbiota do
hospedeiro (SLEIMAN et al., 2009).

As propriedades emulsificantes dos soforolipidios possibilita que
sejam utilizados na industria de alimentos, melhorando a qualidade dos produtos
derivados de farinha de trigo (AKIRA; AKIRA, 1987), na armazenagem de
produtos em cameras frigorificas para prevenir a formagéo de particulas de gelo
(MASARU et al., 2001 apud VAN BOGAERT et al., 2007) e como conservantes
de frutas in natura, inibindo o crescimento de fungos que causam a podridao
(YUAN; YANG; CHEN, 2012).

A ampla variedade de fungdes que os soforolipidios possuem,
como agentes emulsionantes, espumantes, solubilizantes e de detergéncia,
estabilidade térmica, de salinidade e pH, bem como nao serem toxicos e néo
causarem irritacéo na pele, os qualificam para serem utilizados em cosméticos
(BROWN, 1991; KIM et al., 2002; LOURITH; KANLAYAVATTANAKUL, 2009).

Os SLP apresentam propriedades para aplicagbes
dermatolégicos, como ativadores de macréfagos, estimulantes do metabolismo
de fibroblastos dérmicos e neosintese de colageno, efeitos inibitérios contra
radicais livres, ativadores de elastase incluindo ativacdo de macréfagos e
propriedades fibrinoliticas, atuam também como agente descamante e
despigmentante, reduzem o excesso de gorduras subcutédneas através de
sintese de leptina nos adipécitos e propriedades bactericidas (VAN BOGAERT
et al., 2007; BHADORIYA; MADORIYA 2013). Dessa forma os SLP estéo
presentes em diversos produtos cosméticos e de cuidado pessoal como logdes,

sabonetes liquidos, produtos de cabelo, lapis labial, sombras, tratamento de
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acne, desodorantes, poOs-compactos, produtos antirrugas e anticaspa
(LOURITH; KANLAYAVATTANAKUL, 2009; BHADORIYA; MADORIYA, 2013).

Devido as diferencas nas propriedades das formas lacténicas e
acidicas de SLP, diversas aplicagcbes sao especificas para cada uma delas. A
forma lactbnica tem sido utilizada como aditivos em xampus, sabonetes e
detergentes (ASHBY et. al., 2013), em cosméticos, possui maior atividade
antimicrobiana, promove maior sintese de colageno e estimula o metabolismo
de fibroblastos (GLENNS; COOPER, 2006), possui atividades biocidas (ITO;
KINTA; INOUE, 1980), anticancerigenas em células esofagicas (SHAO et al.,
2012) e pancreaticas (FU et al., 2008), espermicida, anti-HIV e citotéxica (SHAH
et al., 2005). A forma acidica, possui efeito terapéutico em tratamentos de pele
como agente hidratante (ASHBY et. al., 2013). A presenca de grupos acetil
levam a diminuicdo da hidrofilicidade melhorando a atividade antiviral e a

comunicacao celular (SHAH et.al., 2005).

4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

4.1.1 Microrganismos

O microrganismo utilizado na producao de soforolipidios foi a
levedura Candida bombicola (ATCC 22214™), obtida da American Type Culture
Collection (ATCC), Manassas, USA (2013).

O consorcio bacteriano comercial (Enzilimp) utilizado no teste de
biorremediagdo continha os microrganismos Bacillus subtilis e Bacillus

licheniformis.
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4.1.2 Substratos Industriais de Baixo Custo

O tecido adiposo de frango foi cedido pela industria frigorifica Big
Frango localizada em Rolandia — Parana. O melago de cana foi cedido pela Corol
Cooperativa Agroindustrial localizada em Rolandia — Parana. O d6leo girassol
comercial (Liza®) e o caldo de cana foram comprados em estabelecimento

comercial.

4.1.3 Meio de Preservacao e In6culo

O meio de preservacdo e inoculo de Candida bombicola

continha: 100 g L' de glicose, 10 g L' de extrato de levedura e 1 g L-! de ureia.

414 Solo

O solo utilizado nos testes de biorremediacao foi coletado na
regidao de Jaguapitd — Parana, as caracteristicas fisicas e quimicas foram
analisadas pelo Laboratério de Solos da Universidade Estadual de Londrina,
Departamento de Agronomia — CCA. A determinacdo de carbono total do
contaminantes e do solo foi feita por método Walkley-Black (ANDERSON;
INGRAM, 1993).

4.2 METODOS

4.2.1 Caracterizagdo da Gordura de Frango

A gordura foi extraida do tecido adiposo por trituracédo, seguida

por derretimento e submetidas a duas filtracdes e posteriormente centrifugada a
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9.000 rpm por 15 minutos em temperatura ambiente e armazenado a 4°C
(FERRARI; KOLLER, 2012, modificado). Este material foi caracterizado quanto
aos acgucares totais por método de Fenol-Sulfurico (DUBOIS et al., 1956) com
leitura de absorvancia medida em A = 490 nm e de padrdo de glicose. As
proteinas totais foram determinadas por método de Bradford (1976) com leitura
absorvancia em A = 540 nm e os valores curva de padrao de albumina. A
umidade foi determinada por a 85°C. As cinzas foram obtidas pela incineracao
da gordura em mufla a 540°C. O teor de lipidios totais foi quantificado
gravimetricamente a partir dos insoluveis organicos em éter. O indice de acidez
determina a quantidade de acidos graxos livres da amostra e foi quantificado mg
hidroxido potassio (KOH) necessario para neutralizar os acidos livres de 1 grama
de amostra (MORETTO; FETT, 1998).

A analise dos acidos graxos foi realizada em um cromatégrafo
gasoso Agilent 7890A, equipado com software Chemstation, detector de
ionizacdo de chama e coluna capilar DB-225 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um 50%
(cianopropilfenil)-dimetilpolisiloxano, Agilent). Temperatura do Injetor de 250°C,
vazdo de 3 mL min'. A razdo de divisdo da amostra (split) foi de 1:10.
Temperatura do Detector de 270°C. Parametros de corrida: Rampa com
temperatura inicial de 120°C por 0,5 min, depois aquecimento de 5°C min-! até
250°C por 2,5 minutos. O tempo de corrida foi de 25 minutos. Os resultados das

amostras foram comparados com o padrdo FAMEmix 18917-1 AMP Supelco®.

4.2.2 Preparo do Melaco e Caldo de Cana

O melago de cana foi diluido em agua destilada (1:2) para
diminuir a viscosidade e em seguida, as amostras foram centrifugadas a 9.000
rom por 15 minutos em temperatura ambiente para remog&o de impurezas
(DAVEREY; PAKSHIRAJA, 2009a). O caldo de cana foi centrifugado a 9.000 rpm

por 15 minutos em temperatura ambiente, para remog¢ao de impurezas

A quantificacéo dos agucares totais presentes nesses substratos
foi realizada por método de Fenol-Sulfurico (DUBOIS et al., 1956). A
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concentragcdo dos agucares nos meios de cultivo foi ajustada por diluigdo em

agua destilada.

4.2.3 Preservacao da Candida bombicola

Para a preservacéao, a cepa de Candida bombicola foi cultivada
em frascos Erlenmeyers de 125 mL com 25 mL do meio 4.1.3 a 30°C, 150 rpm
por 48 horas. Os cultivos foram interrompidos por centrifugagao a 4°C, 9.000 rpm
por 15 minutos. O sobrenadante foi descartado e as células ressuspensas em 5
mL de solugdo salina (NaCl 0,9%) e centrifugadas. As células foram
ressuspensas em 500 pL de solugéo salina e preservadas em 500 uL de glicerol

em eppendorf e mantidas a — 85°C.

4.2.4 Inbculo

O indculo foi preparado por cultivos em frascos Erlenmeyer de
125 mL com 25 mL do meio 4.1.3. O meio foi inoculado com 0,5 mL da solugéo
de células preservados no glicerol e incubado por 24 h a 30°C, em shaker orbital
a 150 rpm. Os indéculos foram padronizados em 0,5 g L' de células, determinado
em absorbéancia a 600 nm (D.O.s00) correlacionando com a curva de biomassa

emglL".

4.2.5 Avaliacao das Fontes de Hidrofilicas e Hidrofébicas para a Produgéo de

Soforolipidios

Os cultivos foram realizados nos meios contendo como fontes
de carbono hidrofilica: melago de cana de agucar (MC), caldo de cana (CC),

sacarose (SAC) ou glicose (GLI) e como fontes hidrofébicas: gordura de frango
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(GF) ou o 6leo de girassol (OG). As diferentes combinac¢des dos substratos estéo
presentes na Tabela 5, as concentragdes utilizadas foram de 100 g L' de cada
uma das fontes de carbono, com 10 g L-! de extrato de levedura e 1 g L' de
ureia (BAJAJ; TILAY; ANNAPURE, 2012).

Os experimentos foram realizados em triplicata com frascos de
Erlenmeyer de 125 mL contendo 25 mL dos diferentes meios de fermentacdes e

as condic¢des foram padronizadas em 30°C, 150 rpm por 120 horas.

Tabela 4 — Ensaios com as diferentes combinagbes das fontes hidrofilicas e
hidrofébicas de carbono para produgéo de SLP por Candida bombicola.

Ensaios Qomposigées

E1 Oleo de girassol + Melaco de cana
E2 Oleo de girassol + Caldo de Cana
E3 Oleo de girassol + Sacarose

E4 Oleo de girassol + Glicose

ES Gordura de frango + Melago de cana
E6 Gordura de frango + Caldo de Cana
E7 Gordura de frango + Sacarose

ES8 Gordura de frango + Glicose

4.2.6 Otimizagdo do Meio de Cultivo para Produgdo de SLP por Candida

bombicola Aplicando Planejamento Box Behnken 33

A partir da melhor combinagao de substratos definidos no item
4.2.5 foi realizado um planejamento Box Behnken 3% com 12 combinagdes, 3
repeticdes dos pontos centrais, consistindo em 15 ensaios (Tabela 6). As
variaveis e os niveis testados foram: fonte hidrofébica (X1) de 25 a 125 g L™;
fonte hidrofilica (X2) de 10 a 100 g L, ureia (X3) de 0 a 4 g L' e extrato de

levedura fixado em 2,5 g L.
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Os experimentos foram realizados em batelada com frascos de
Erlenmeyer de 125 mL contendo 25 mL dos diferentes meios de fermentacéo e

as condic¢des foram padronizadas em 30°C, 150 rpm por 120 horas.

Tabela 5 — Planejamento Box Behnken 3% com variaveis e sua resposta y1=
producao de soforolipidios por Candida bombicola.

Variaveis Variaveis
Codificadas Decodificadas Resposta
Fonte Fonte
hidrofilica hidrofébica Ureia SLP (Y1)
Ensaios X; X X; (g L") (gL") (g L") (g L")
1 -1 -1 0 25 10 2
2 1 -1 0 125 10 2
3 -1 1 0 25 100 2
4 1 1 0 125 100 2
5 -1 0 -1 25 55 0
6 1 0 -1 125 55 0
7 -1 0 1 25 55 4
8 1 0 1 125 55 4
9 0 -1 -1 75 10 0
10 0 1 -1 75 100 0
11 0 -1 1 75 10 4
12 0 1 1 75 100 4
13 0 0 0 75 55 2
14 0 0 0 75 55 2
15 0 0 0 75 55 2

4.2.7 Determinagao de Biomassa

4.2.7.1 Curva de biomassa

A curva de biomassa foi confeccionada a partir dos
microrganismos crescidos no meio de cultivo no item 4.1.3 a 30°C, 150 rpm por
48 horas. Apos o crescimento celular, o meio foi centrifugado e as células
ressuspensas em salina 0,9 % (m/v). Uma aliquota de 1 mL foi submetida a uma
série de diluigcbes para a obtencao de leituras de 0,200 a 0,800 de absorbancia
em A = 600 nm. Paralelamente, 3 aliquotas de 1 mL foram distribuidas em

recipientes de aluminio previamente tarados e levados a estufa (70°C), até
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atingir peso constante. Em seguida, foi plotado o grafico relacionando os valores

da absorbancia x peso seco (g L), para encontrar o fator de calibrago.

4.2.7.2 Quantificacdo de biomassa

Apos extracao por acetato de etila a fase aquosa foi centrifugada
a 9000rpm, 15 min a 4°C. O sobrenadante foi reservado e as células
ressuspensas em solugao salina 0,9% (m/v) e absorbancia medida a A = 600 nm.

Os valores foram correlacionando a curva de biomassa em g L.

4.2.8 Quantificagdo de Soforolipidios

Para extragdo do soforolipidio, todo o conteudo do meio de
cultivo foi extraido trés vezes com 25 mL de acetato de etila. Em funil de
separacao, a fase aquosa foi separada e reservada. A fase organica foi coletada
e evaporada por rota evaporagdo. Em seguida, o conteudo lipidico residual
possivelmente presente foi removido através da lavagem com 25 mL hexano e
o soforolipidios extraido com 25 mL de uma solugdo metanol:agua (4:1) (PALME
et al., 2010, modificado) e separados em funil. O teor total de soforolipidios foi
determinado por analise gravimétrica da fase metanol:agua a 105°C até peso

constante.

4.2.9 Quantificacdo de Agucares Totais Residuais e Oleo Residual

Ao fim da fermentagéo, os agucares totais e 6leo residuais foram
quantificados para determinar o consumo desses substratos pelo
microrganismo. Os agucares totais residuais foram quantificados pelo método de
Fenol-Sulfurico a partir do sobrenadante obtido da centrifugacao da fase aquosa

resultante da extracéo do acetato de etila (DUBOIS et al., 1956). O éleo residual
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foi quantificado por gravimetria a partir do hexano utilizado para lavar o conteudo

resultante da rota evaporacao.

4.2.10 Caracterizagédo dos Soforolipidios

Os soforolipidios produzidos na condi¢cdo otimizada no item
4.2.6 foram caracterizados quanto a estrutura molecular e suas propriedades

tensoativas.

4.2.10.1 Espectroscopia de Infravermelho (IV) com Transformada de
Fourier (FTIR):

A identificagdo e caracterizacdo dos grupos funcionais dos
soforolipidios foi feita por FTIR no espectrobmetro IR Prestige 21 (Shimadzu)
equipado com o software OriginPro 8.0. Ap6s a purificacdo, 1 mg do SLP foram
misturados com 100 mg de KBr e pressurizados a 7.500 Kg por 30 segundos
para obtencdo de pastilhas translucidas. As leituras foram conduzidas em
transmitancia, sistema com resolugdo de 2 cm’, faixa de 400-4000 cm™! com 32
scans (CHANDRAN; DAS, 2011).

4.2.10.2 Espectrometria de ressonancia magnética nuclear (RMN):

A analise estrutural dos soforolipidios foi realizada através de
Espectrdmetro de RMN Bruker Mod. Avance Ill operando a 400 MHz para 1H
equipado com uma sonda multinuclear inversa (BBI) de 5 mm. As amostras
purificadas de SLP foram analisadas utilizando os métodos '"H e 3C e em
espectros bidimensionais HSQC e HMBC. O sistema de solvente foi cloroformio
deuterado 0,05%Vv/VTMS e o espectro foi expresso por ppm a partir do padréo de

referéncia interno.
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4.2.10.3 Determinacéao tenséao superficial

A Tensado Superficial foi determinada com solugdo aquosa
contendo soforolipidios purificados preparadas em diferentes concentragées (0
a 1 g L") (GLENNS; COOPER, 2006; DAVEREY; PAKSHIRAJAN, 2009a),
utilizando o tensiometro de Fisher (KRUSS K6), baseado no Método do Anel de
du Nouy, que utiliza um anel de platina (anel de Du Nouy), sendo a amostra
colocada em um recipiente do aparelho, com o anel inicialmente submerso. A
forca adicional exercida sobre o0 anel no momento em que a lamina do liquido se
rompe fornece a medida da tensao superficial (DU NOUY, 1925). As condi¢des
de analise padronizada para todos os ensaios foram: volume médio da amostra
de 25 mL e temperatura de 25°C. O equipamento foi calibrado sempre no inicio

e término das analises, medindo-se a tensao superficial da agua destilada.

42104 Determinacéo da concentragao micelar critica (CMC)

A determinagdo da CMC foi realizada através da medida da
tensao superficial a partir de diluigdes sucessivas com agua destilada da solugéo
aquosa de soforolipidios purificados. Posteriormente foi construido um gréfico,
plotando-se a tens&o superficial contra a concentragéo de soforolipidios, onde a
CMC corresponde ao ponto central de inflexdo da curva. A tensao superficial foi
determinada até que os valores obtidos aproximem-se da tensao superficial da
agua destilada (70-72 mN/m) (SHEPPARD; MULLIGAN, 1987).

4.2.10.5 indice de emulsificagéo

O indice de Emulsificac&o foi determinado utilizando o método
descrito por Cooper e Goldenberg (1987). Foram utilizados 5 mL de diferentes
hidrocarbonetos (n-heptano, diesel, gasolina, querosene e tolueno) ou Oleos

(6leo de canola, soja e lubrificante) e 5 mL de solu¢ao de soforolipidios a 100mg
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L' (COOPER; PADDOCK, 1984; MA; LI; SONG, 2012). Posteriormente, as
misturas foram homogeneizadas em vortex (rotagcdo maxima) por 2 min. O indice
de emulsificagéo (E24) foi determinado apds 24 horas através da diviséo da altura
da camada de emulsificagcéo pela altura total da mistura e multiplicada por 100.
A estabilidade da emulsdo foi verificada apdés 168 horas em temperatura

ambiente.

IE(%) = (HEM/HT)*100
IE (%) = indice de Emulsificacéo
HEM = Altura da Camada de Emulsificagcao (cm)

HT = Altura total (cm)

4.2.11 Aplicagao do SLP na Biorremediacéo de Solos Contaminados com Oleo

Lubrificante em Ensaios Laboratorial

A avaliagdo da capacidade de biorremediacao do soforolipidio
em solos contaminados foi realizada da técnica de respirometria (ALEF;
NANNIPIERI, 1995). O CO2 produzido é proporcional aos carbonos consumidos
pelos microrganismos, dessa forma a quantidade de CO: liberada é

correspondente a porcentagem de substrato biodegradado.

Os experimentos de aplicacdo de SLP para biorremediagao
foram realizados em frascos de incubag¢ao contendo 100g de solo esterilizado
por tindalizacdo e 5% de Oleo lubrificante (Lubrax SF 20W-40) como
contaminante. Os microrganismos utilizados foram do consércio bacteriano
Enzilimp, que continha 0,3 x 10 UFC mL™" de Bacillus subtilis e Bacillus
licheniformis. As diferentes combinagbes de concentragédo de soforolipidios e do
Enzilimp estao presentes na Tabela 7. A umidade o solo foi ajustado em 70%
de sua capacidade de campo. Cada condi¢cao foi preparada em triplicada e

incubadas a 30°C por 7 dias.
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Tabela 6 — Ensaios para biorremediag&o de solos com o Enzilimp acrescidos
de soforolipidios.

Enzilimp Soforolipidios
Ensaio (g kg") (g kg")
C1
T
T2
T3
C2
T4
T5
T6

NNMDNNNPERARBRD
GwWw-=-1 W=

O COz2 produzido foi capturado por 20mL de solugdo de NaOH
(0,25N), localizado em recipiente separado dentro dos frascos de incubacgéo
(Figura 5). A cada 24h foram retiradas aliquotas, na qual foram adicionados 1mL
de solucao de BaCl250% e 2 gotas de fenolftaleina. Posteriormente foi realizada
a titulacdo com HCI (0,25N).

Figura 5 - Ensaio de respirometria

» 20 mL de NaOH 0,25N
» 100 g solo

'+ 70% umidade

* 5mL de dleo lubrificante
* SLP

» Consarcio Bacteriano
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O calculo para determinagcdo do CO:2 produzido é feito pela

formula:

n®eq.de NaOH = [(Nyqon * Vnaon) — (Nuct * Vuc)Amostra] — [(Nyaow * Vaon) —

(Nyci * V) Branco]

NnaoH = Normalidade do NaOH
VNaoH = Volume gasto de NaOH
NHci = Normalidade do HCI
VHer = Volume gasto de HCI
2 eq NaOH — 1 eq CO2

1eq CO2 —» 44 mg COz2

4.2.12 Analise Estatistica

As respostas referentes a producao de soforolipidios (Y1) obtidas
na avaliagéo de diferentes tipos de substratos foram submetidos ao Teste Tukey
e os resultados do planejamento estatistico foram submetidas a analise de
variancia com indice de confianca de 0,05 e metodologia de superficie de
resposta pelo programa STATISTICA 7.0 (STATISTICA Inc. Tulsa — USA, 2006).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos nesse trabalho estao presentes em forma
de artigo cientifico que sera submetido para revista Applied Microbiology and

Biotecnhology.

5.1 Artigo — Sophorolipids production by Candida bombicola ATCC 22214 and

potential application in the bioremediation
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ABSTRACT

The sophorolipids are biosurfactants made of a sophorose linked by a hydroxyl group of a fatty acid. Its
surface-active properties enable nomerouslarge potential applications. The sophorolipids (SL) are
synthesized by various strains of the genus Candida in the presence of hydrophilic and hydrophobic
sources. In this work was evaluated the production of sophorolipids by Candida bombicola ATCC 2214
using sugar cane molasses, sugar cane juice, sucrose or glucose as hydrophilic source and chicken fat or
sunflower oil as hydrophobic source. The SL were characterized and applied in bioremediation of soils
contaminated with lubricating oil. The higher production of SL was 41,63 g L™ in the optimized condition
of 75 g L' of chicken fat, 77,5 g L'! glucose, 2,5 g L' yeast extract and without urea. Regarding the
characterization, were produced sophorolipids on the diacetylated lactonic form and with surface tension
properties of 35 mN/m, CMC 65 mg L' and as emulsifying agents in lubricating oil, toluene and n-heptane.

They showed potential application in bioremediation of oil-contaminated soils lubricant.

KEYWORDS
Biosurfactant ¢ Candida bombicola + Chicken fat ¢ Contaminated soil ¢ Lubricating oil ¢

Bioremediation.
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INTRODUCTION

Regarding the market, in 2012, the surfactants generated approximately $ 27 billion in the global
market, with annual growth of 3,8% and it is estimated that in 2016 the market should reach US § 31.1
billion (Acmite Market Intelligence, 2013). The majority of these surfactants is obtained from chemical
processes, however, in recent years there is a great interest in the production of biosurfactants that are not
harmful to the environment.

Among these biosurfactants, stands out the sophorolipids (SL), mainly produced by yeast Candida
bombicola, which has high production and good industrial applicability (Ribeiro et al., 2013). The SL is
compound of a sophorose molecule linked to fatty acid, in the acidic form it has the free carboxylic terminal
group and in the lactonic form is entirely esterified at the 4" position and in some rare cases at the 6' or 6"
positions. (Asmer et al. 1988; Davila et al 1993; Van Bogaert et al, 2007). The fatty acid can vary for the
presence of instaurations, hydroxylation position (terminal or sub-terminal) and the string length, usually
between 16 and 18 carbon atoms and on the sophorose may contain different degrees of acetylation (Koster
et al., 1995; Rau et al., 2001; Nuiiez et al, 2001).

The SL have several advantages over chemical surfactants, such as low toxicity, higher
biodegradability, high selectivity and stability under extreme conditions of temperature, pH and salinity
(Oftto et al. 1999; Makkar et al. 2012). They have potential application in different areas such as agriculture
(Schofield et al 2013.), bioremediation (Chandran and Das 2012) food industry (Saharan et al. 2011),
cosmetics (Gharaei-Fathabad, 2010) and pharmaceuticals (Shah et al. 2005; Saharan et al. 2011).

The SL biosynthesis occurs, mainly, in the combined presence of hydrophilic and hydrophobic
sources of carbon. Among the carbohydrates employed in the production of sophorolipids, glucose is the
primary hydrophilic source of carbon utilized in the production of SL, for other mono- or disaccharides
production is lower (Bajaj et al. 2012). Hydrophobic sources influence the production and final composition
of SL (Oliveira et al. 2014), in studies of Felse et al. (2007) it was determined that the supplementation of
saturated and monounsaturated C18 fatty acids increase the SL production, but the presence of more than
one unsaturation, and unsaturations smaller than (<C16) or larger (>C20) lead to decreased production.

At the economic point of view, the biosurfactants are not yet competitive with those obtained by
chemical processes (Makkar et al. 2011). For possible application, the development of less expensivemore
economical production processes is necessary, for example, the use of industrial waste and its efficient and
sustainable conversion into high added value products through fermentation processes (Felse et al. 2006).
In the use of low cost substrates for sophorolidis production, the following are noteworthy: the animal fat
(Deshpande and Daniels, 1995), waste cooking oil (Shah et al. 2007; Ganesh et al. 2015), fatty acid residue
(Van Bogaert et al., 2007), dairy waste waters (Daverey et al. 2010) glycerol fatty acid raw tallow (Ashby
et al. 2006), soy molasses (Solaiman et al., 2004), sugar cane molasses (Daverey and Pakshirajan, 2009)
and hydrolyzed corn straw (Konish et al. 2015).

Brazil is the world's third largest producer of chicken meat, in 2013 were produced 12,30 million
tons (UBABEF, 2012). Therefore, the fat removed from the abdominal cavity has been regarded as a

byproduct. The main applications of fat are in the production of animal food, soap and biofuel. However,
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due to their nutritional biochemical composition and to be cheaper than vegetable oils, this byproduct is
useful for use in microbial fermentation processes to generate soforolipidios (Centenaro et al. 2008).
Considering the applications and the high cost of the sophorolipids, strategies such as low cost
substrates for the formulation of the fermentation medium and the optimization of conditions to increase
production should be employed. This paper has proposed the use of residual fat from the chicken industry
for the production of sophorolipids by Candida bombicola and its application in soil bioremediation

processes contaminated with lubricating oil.

MATERIALS AND METHODS

Substrates

The molasses was given by Corol Agroindustrial Cooperativa, Rolandia, Brazil. The sugarcane
juice and sunflower oil (Liza®) acquired in a business establishment from Londrina. The chicken fat was
given by the meatpacking industry Big Chicken, Rolandia, Brazil. The composition of fatty acids from
chicken fat was determined by gas chromatography with a capillary column DB-225 (30 m x 0,25 mm x
0,25 pum, Agilent), flame ionization detector and gas chromatograph Agilent 7890 Injector Temperature
250°C, flow rate of 3 mL min™', the detector 270 C. T°C initial 120°C for 0.5 minutes, heating of 5°C min
I to 250°C for 2.5 minutes. Sample results were compared with the standard FAMEmix 18917-1 AMP
Supelco®.

Microorganism

The microorganism used in the sophorolipids production was the yeast Candida bombicola ATCC
22214 (American Type Culture Collection (Manassas, USA, 2013)). The cells were stored at -85°C. For
the inoculum, was used 25 mL of medium containing 100 g L' glucose, 10 g L' yeast extract and 0,1 g L-
!yrea. It was inoculated with 0.5 mL of cells stocks and grown for 24h at 30 150rpm. The inocula were

standardized at 0.5 g L' cells, at 600 nm correlated with the biomass curve in g L.

Effect of hydrophilic and hydrophobic sources

To verify the effect of the sources, fermentations were made combining a hydrophilic source: sugar
cane molasses (MC), sugarcane juice (CC), sucrose (SAC) or glucose (GLI) with a hydrophobic: chicken
fat (GF) or sunflower oil (GL) at concentrations of 100 g L', plus 10 g L! of yeast extractand 1 g L' g of
urea. These were put in a 125 ml Erlenmeyer flask containing 25 ml of each medium at 30°C, 150 rpm for
120 hours, in triplicate. At the final of fermentation, the sophorolipids, residual sugar and oils were

measured. The results of SL were analyzed using the Tukey Test (p> 0.05).
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Optimization of media components

After the best combination of hydrophilic and hydrophobic sources was defined, it was carried out
a Behnken Box 33 design, with 12 combinations, 3 central points (Table 1). The tested variables and levels
have been: hydrophobic source (X;) from 25 to 125 g L''; hydrophilic source (Xz) from 10 to 100 g L' and
urea (X3) from 0 to 4 g L' and yeast extract fixed in 2.5 g L. Experiments were done in 125 ml Erlenmeyer
flasks containing 25 ml of different fermentation mediums at 30°C, 150 rpm for 120 hours. The results
were analyzed by response surface methodology and analysis of variance (ANOVA) by STATISTICA 7.0
(STATISTICA Inc. Tulsa - USA).

Determination of soforolipidios, residual sugars and oils

After the fermentation, the SL were extracted three times with ethyl acetate, forming two phases.
The organic phase was collected and evaporated, the SL extracted with methanol: water solution (4: 1 v/v)
and the residual lipid content was removed with hexane and both were quantified by gravimetry. The
aqueous phase was centrifuged and the residual sugars in the supernatant were quantified by Phenol-

Sulfuric Acid Method (Dubois et al. 1956).

Spectroscopic carachterization of SL

NMR analysis

'H, and *C spectra were recorded on Bruker Avance III 400 MHz spectrometer using inverse
probe (BBi — 5 mm). Chemical shifts (§) for 'H and 'C spectra are expressed in ppm relative to
tetramethylsilane. Two-dimensional heteronuclear 'H-'3C chemical shift correlation spectra (HSQC and

HMBC) were recorded in CDCIl; using standard pulse sequence.

Fourier transform infrared spectroscopy analysis— FT-IR

Infrared spectra were recorded on Shimadzu FT-IR PRESTIGE-21 spectrometer using KBr n the
range 4000-400 cm'. 32 scans were taken for each sample with a resolution of 2 cm™! in the transmission

mode (Chandran e Das, 2011).

Determining surface tension and critical micelle concentration (CMC)

The surface tension was determined in the aqueous solution containing various concentrations of
SL (0 to 1 g L"), using Fisher tensiometer (Kriiss K6) and based on the du Nouy ring method (1925). The
surface tension was measured until the values obtained approached the surface tension of distilled water
(70-72 nM/m) (Sheppard and Mulligan, 1987). The CMC was determined by relating the concentration of

SL with the corresponding surface tension.
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Emulsification Index

The emulsification index was determined by mixing 5 ml of SL solution of 100 mg L' in 5 ml of
different hydrocarbons (n-heptane, diesel, gasoline, kerosene and toluene) and oils (rapeseed oil, soybean
and lubricant oil) (Ma et al. 2012) and homogenized for 2 min. The emulsification index (E24) was
determined after 24 hours by the division of the height of the emulsification layer by the total height of the
mixture and multiplied by 100. The stability of the emulsion was observed after 168 hours at room

temperature.

Bioremediation assays

The application of sophorolipids produced by Candida bombicola in soil bioremediation was
evaluated in laboratory assays. Sandy soil was collected from 0-50 cm of depth in Jaguapita, Parana State,
Brazil. Before bioremediations assays soil was sterilized by tyndallization method and their moisture
adjusted at 70% of field capacity. Soil contamination was made with a commercial lubricant oil (Lubrax
SF 20W-40) reaching a final proportion of 5%. Samples (100 g) of oil-contaminated soil were conditioned
in hermetic glass pots for incubation at different treatments with sophorolipids (SPL) and commercial
consortium of microorganisms (Enzilimp). Consortium Enzilimp contain 1,6 x 10° UFC mL™ of them
Bacillus subtilis and Bacillus licheniformis.

Bioremediation assay was composed by eight treatments in triplicate. C1: Enzilimp 4 g Kg™! soil
without SLP; T1: Enzilimp 4 g Kg! soil plus SPL 1 g Kg! soil; T2: Enzilimp 4 g Kg! soil plus SPL 3 g
Kg! soil; T3: Enzilimp 4 g Kg'! soil plus SPL 5 g Kg! soil; C2: Enzilimp 2 g Kg™! soil without SLP; T4:
Enzilimp 2 g Kg! soil plus SPL 1 g Kg™! soil; T5: Enzilimp 2 g Kg™! soil plus SPL 3 g Kg'! soil; T6:
Enzilimp 2 g Kg™! soil plus SPL 5 g Kg™! soil. The glass pots containing different treatments were incubated
at 30 °C in the dark and the microbial activity was evaluated by the determination of basal soil respiration.
The basal soil respiration was estimated periodically each 24 hours by the quantification of CO; produced
by microbial activity; this was captured in NaOH (0.5 M) traps and measured by titration with HC1 (0.5 M)
according to Alef (1995).

RESULTS

Evaluation of hydrophilic and hydrophobic sources for the production of SL

The SL obtained by C. bombicola in the combination of hydrophilic and hydrophobic sources had
the higher yields of 16.83 g L' in glucose and chicken fat and 13.57 g L' glucose and sunflower oil,
followed by tests with sucrose, with 11.81 g L™! in chicken fat and 6.67 g L' in sunflower oil. The lowest
yields were in the molasses and sugarcane juice with chicken fat (9.78 and 8.76 g L'!) and sunflower oil

(1.72 and 1.87 g L.
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Chicken fat acids used had the composition of 0.65% of myristic acid (C14: 0), 23.9% palmitic
acid (C16: 0), 6.69% stearic acid (C18: 0), 38.46% oleic acid (C18: 1) 28.21% linoleic acid (C18: 2) and
2.06% of linolenic acid (C18: 3).

Optimization of culture medium for the production of SL

Table 1 presents the SL produced according to the tests set at Box Behnken 33 design and best
yields were SL 41.63 g L' (75 g L' of fat, 100 g L' of glucose and without urea) 31.13 g L' (25 g L' of
fat, 55 g L' of glucose and without urea), 30.31 g L' (75 g L*! of fat, 55 g L' of glucose and 2 g L*! of
urea) and 29.73 g g L' (125 gL' fat, 55 g L' glucose without urea).

Glucose had a significant effect (p = 0.003) in the production of SL, this can be verified by
comparing the assays 10 and 9 with 100 g L' of glucose 75 g L' of fat and without urea and 10 g L'
glucose, 75 g L' of fat and without urea, respectively, and production was reduced by 83% when the
concentration of 100 g L' glucose was reduced to 10 g L.

By the ANOVA analysis it was determined that the significant variables were glucose (p = 0.003)
with positive influence and urea (p = 0.004) with a negative influence on the production of SL, the chicken
fat had no significant effect in the synthesis of biosurfactant (p = 0.056). There was a positive effect on the
interaction between glucose and urea (p = 0.02) and the model indicated that 94% of the response variability
can be explained by the model used in this study.

The optimization of the conditions expected in SL production by C. bombicola was 75 g L' of
chicken fat, 77,5 g L' of glucose and absence of urea, reaching a production of 39, 81 g L! and the
experimental data reached 41,63 g g L' in the test 10, which corresponds to 75 g L' of fat, 100 g g L"!
glucose and without urea. Thus, the model was validated by five repetitions at the optimized condition and
the average yield was of 37, 94 g L*!, showing no significant difference (p <0.076), demonstrating that the
predicted production and one obtained were confirmed.

The response surface (Fig. 1) describes the results of SL relating glucose and urea and fixing the
chicken fat at level 0 (75 g L!). The best production was with 75 g L' fat, 77,5 g L"! glucose and no added
urea.

The mathematical model below, showing the independent variables in coded form was developed
from the regression analysis and the experimental results set for mathematical prediction of points, without

the necessity an experimental phase. The terms with asterisks are significant at the 5% level.

Y =30,31"+ 2,2192 x; + 9,2552"x, — 8,4985"x3 — 5,0375"x,.x, — 10,2535 x,.x,
—3,7280"x3.x, + 0,171 x4.x, + 0,1635 x;. x5 — 5,2385"x,. x5
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Sophorolipid caracterization

FT-IR

The SL obtained in the optimized condition was fully identified and characterized by IR and NMR
spectroscopy. FT-IR spectrum (figure 2) showed a broad band at 3419 cm™' corresponding to the hydroxyls
of the structure. Typical bands of aliphatic hydrogens were observed at 2929 (v{CH;) and 2857 (v4sCHb)
cm’'. At 1640 cm™ is observed a small band of unsaturated carbon (C=C). One of most important bands of
the spectrum appears at 1744 ¢cm™ and corresponds to carbonyl group (C=0) of the esters and lactone
present in the molecule. Furthermore, the band corresponding to the C-O stretching of C(=0)-OH group
from lactone appears at 1169 cm™'. Besides that, another important feature in this spectrum is the lack of a
very broad band around 3300-2500 cm™! and a band at 1445 cm’!, which correspond to the O-H and C-O-
H stretching of carboxylic acid, respectively. Thus, these data obtained from IR spectroscopy strongly
indicates that the sophorolipid produced is on the lactonic and not in the acid form. Other bands, at 1240
and 1040 cm™! are attributed to the C-Opggiers and C-O bonds found in the carbohydrate structure.

NMR

The structure of SL was confirmed by the combined analyses of monodimensional ('H and '3C)
and bidimensional (HSQC and HMBC) NMR experiments. 'H NMR spectrum (Fig. 3) showed signals
corresponding to the most important structural features, as olefinic protons at 5.18 ppm, anomeric protons
at 4.38 and 4.30 ppm, others carbohydrates protons between 3.0 and 4.0 ppm and at high field, from 2.5 to
0.5 ppm, all the aliphatic protons. Of these, it could be identified the methylene of lactone at 2.20 ppm and
the methyl group of the acetylated hydroxyl, at 1.91 ppm. From 0.50 to 1.50 are located the signals of
aliphatic protons of fatty acid chain.

13C NMR spectrum showed signals typical of carbonyl groups around 173 ppm, corresponding to
the acetyl and lactone C=0 group, two signals of olefinic carbons, at 129.9 and 129.7 ppm and two signals
of anomeric carbons, at 104.1 and 102.3 ppm. Between 85 and 60 ppm, there were signals of the others
carbohydrates carbons and between 40 and 15 ppm, there were signals of aliphatic and methyl of acetyl
group.

The combined analyses of mononuclear ('H and '3C) and heteronuclear (HSQC and HMBC)
experiments permitted the fully identification of this soforolipid in the lactonic form containing two acetyl
groups at primary hydroxyl (OH-6) of both glucoses units. From the '3C spectrum (Fig. x), the two C-6 of
carbohydrates could be identified (63.6 and 62.1 ppm) and used to find their corresponding hydrogens (4.15
and 3.98 ppm) in the HSQC spectrum (Fig. x). By the analysis of HMBC spectrum (fig. X), it could be
identified two cross peaks between H-6 and two signals of carbonyl of acetyl groups, thus demonstrating
that both molecules of glucose were acetylated at the primary hydroxyl. Similarly, by analysis of the same
spectrum, a cross peak at 4.80 ppm x 173.2 ppm clearly indicates a carbonyl coupled three bonds away to
the H-4 of a glucose unit, therefore demonstrating that the molecule is cyclic and in the lactonic form.

The results of the FTIR and NMR confirmed that the sophorolip obtained from chicken fat by C.
bomboicola was diacetylated lactone form, when the substrate lipid is rich in stearic and oleic acids, favored

this conformation obtaining SL (Davila et al . 1994)
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Surface tension and CMC

The critical micelle concentration is the lowest concentration where occurs the formation of
micelles of a surfactant, and the lowest ones indicate that lower surfactant concentrations are necessary to
saturate the two-phase interface to begin to form the micelles (Daverey and Pakshirajan 2010). The
diacetylated lactonic sophorolipid produced from chicken fat reduced the surface tension of water from 70

mN/m to 35 mN /m and CMC had 65 mg L' (Fig. 7).

Emulsification index

The greatest emulsification index of SL was produced in the lubricant oil with E24=85% and
decreases 21% of the emulsion formed after 168 hours. The hydrocarbons n-heptane and toluene showed
results of E24=63 e 58%, respectively and were more stable, maintaining approximately 90% of the
emulsion after 168 hours. The kerosene had the lowest emulsification index and was also unstable, reducing
in 44% the formed emulsion after 168 hours. The SL C. bombicola showed no ability of forming such

emulsion of diesel, gasoline, canola oil and soybean oil.

Bioremediation assays

The Fig 8, shown the results of cumulative CO; production in the 7 days of bioremediation assays.
The addition of sophorolipids in low concentration (1 g Kg™' soil) enhanced significantly the CO,
production, in contrast other concentrations of sophorolipids (3 or 5 g Kg™' soil) presented lower quantities
of CO; production. Results showed that, in the treatments T1 and T4 the greatest liberation of CO; occurred
in the first 4 days of incubation, indicating that, the addition of sophorolipids had a fast and short effect on
the availability of easy degradation substrates from the waste of oil, promoting the biologic activity of
inoculated microorganisms. In more highest concentration of sophorolipids this effect of solubilization of

oil compounds was more slow and the CO; liberation occurs after 3 days of incubation (Fig. 9 A,B).

DISCUSSION

The fermentation medium composition can influence the structure and amount of sophorolipids
produced by C. bombicola. Among the substrates used, the best combination was glucose and chicken fat,
reaching 16.83 g L™! of SL. Glucose was the most promising hydrophilic source for producing, coinciding
with the results Bajaj et al. (2012). The C. bombicola is capable of using sucrose as a substrate for
production of SL, but in smaller quantities than glucose. In this study, there was a 30% reduction of SL
production when glucose was replaced by sucrose, also Klekner et al. (1991) obtained lower values in the
presence of this disaccharide.

The sugarcane molasses and sugarcane juice are complex mixtures having low concentrations of
glucose, approximately 4% molasses (Chen and Chou, 1993) and 0.4% in the broth (Oliveira., 2007), which

may have resulted in the less efficient production of the SL. At low glucose concentrations, part of the fatty



O 00 N O 1 A W N -

AW W W W W W W W W W NN N DNNNDNDNNNMNNDMDNR R R R R B B R R
O VW 00 N O L1 H W N P O O OO N O UVLE WN P O OOOLONO UV M wDN -, O

65

acids available are targeted for cell maintenance and not for synthesis of biosurfactant (Van Bogaert et al.
2007).

Fatty acids with C16 and C18 chains are important in the production of SL, because substrates
with this length of carbon chain can be directly incorporated into the hydroxy acid portion of glycolipid
(Davila et al 1994; Felse et al 2007.). The chicken fat, used in this study, showed high composition of oleic
acid (38.46%) and palmitic acid (23.9%), obtaining higher production when compared to vegetable oil.
Therefore, this residue can be considered a feasible option for the production of SL.

By examining the concentrations of medium components, the best yield was 41,63 g L'! of SL in
medium with 75 g L' of chicken fat, 100 g L' of glucose, 2.5 g L' yeast extract and without adding urea.
Similar results were obtained in studies using other animal fats, Davila et al. (1994) got 51.0 g L™! in medium
containing fish oil. Desphande and Daniels (1995) used pork fat in the initial test where were obtained 93.2
gL

Generally the nitrogen sources used in the SL production are urea and yeast extract (Bajaj et al.
2012), but in the presence of low-cost substrates it is not always required the presence of these sources,
because alternative substrates already have in their composition the necessary nutrients. Davila and
Pakshirajan (2009a) applied sugar cane molasses to produce SL, and obtained high yields in the medium
with molasses and soybean oil, amounting 23,25 g L*!, as compared to the medium containing these two
substrates more yeast extract and urea values decreased to 12,67 g L!. The optimized condition in this study
required only the supplementation of yeast extract as a nitrogen source.

The variations in the SL structure influence the surface-active properties, according to Ma et al.
(2012) lactonic SL have lower CMC, being more hydrophobic and less soluble in water molecules, while
the acidic presents CMC at higher concentrations. The diacetylated lactonic SL produced in this work by
C. bombicola in chicken fat and glucose possess ability to decrease the surface tension of 35 mN/m and the
CMC 65 mg L"!. These results are similar to the lactonic SL produced by Daverey and Pakshirajan (2009b)
in sugarcane molasses and soybean oil with surface tension 34,15 mN/m and the CMC 59,54 mg L"!. Basak
and Das (2014) produced acidic SL by Cryptococcus sp VITGBN2 and fixed the tension on 33 mN/m and
the CMC 280 mg L-'.

The emulsification capacity of biosurfactants is also a crucial factor for use in various industrial
areas (Banat et al. 2000). The emulsification activity is determined not only by the tension between the
surfaces, it also depends on the solvent used due to interaction between the hydrophobic part of the
surfactant and the substrates. The glycolipids of this study are good emulsifying agents in various
hydrocarbons such as toluene and n-heptane, and the lubricating oil.

The results of bioremediation assays showed that sopholipids produced by Candida bombicola
have a high potential for application in soil bioremediation. This was also observed in other works. Kang
et al. (2009) evaluated the viability of shophorolipids bioremediation of oil-contaminated soils. These work
showed that sophorolipids addition was effective promoting 80% of biodegradation of crude oil. Ayed et
al. (2015) also observed early effects of biosurfactant addition in biodegradation of oil. They observed that
the biodegradation percentage was only 5% after incubation for the first three days and thereafter increased
linearly until reaching a maximum value (about 53%) after 15 days of incubation. According Pacwa-

Plociniczak et al. (2011) biosurfactants activities depend the concentration of these compounds until the
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critical micelle concentration (CMC). At concentrations above the CMC, biosurfactant molecules associate
to form micelles, bilayers and vesicles. These effects can enhanced the hydrocarbon biodegradation by
mobilization, solubilization or emulsification. In this way, the bioremediation can be stimulated by increase
of bioavailability substrates for microorganisms or increase the hydrophobicity of surfaces in hydrophobic
compounds allowing a best contact and association with bacterial cells. Shophorolipids produced by
Candida bombicola showed a CMC of 65 mg L™ that is lower and, suggest a high capacity of emulsification
in low concentrations. In addition, this was a good synergic effect with the inoculation of consortium of
Bacillus subtilis and Bacillus licheniformis, showed increased of microbial activity inclusive in the

treatments with reduced amount of inoculum.
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Table 1 Box Behnken 3* Design to investigate the effects of chicken fat, glucose and urea production

sophorolipids by Candida bombicola at 30, 150 rpm for 120 hours.

Consumption Consumption SL Eficiéncia

glucose chicken fat Biomass production Cons/SL
Assay  x; X2 X3 (gL (gL (gL (gL (%)
1 -1 -1 0 8,63 6,19 3,74 3,57 24,94
2 1 -1 0 6,85 24,51 4,94 13,18 43,40
3 -1 1 0 36,97 20,34 7,61 16,52 29,80
4 1 1 0 42,82 21,59 7,55 26,81 43,02
5 -0 -1 33,62 39,52 7,51 31,13 44,00
6 I 0 -1 36,60 32,63 7,17 29,73 4437
7 -0 1 33,15 9,27 4,51 13,03 31,75
8 1 0 1 32,13 21,29 5,92 12,29 23,77
9 0o -1 -1 5,83 19,98 6,07 7,24 29,00
10 0o 1 -1 48,69 33,16 7,75 41,63 52,56
11 0o -1 1 6,38 9,47 1,07 1,68 10,95
12 0 1 1 31,08 9,77 5,82 14,76 37,34
13 0 0 o0 39,91 17,37 7,19 29,81 50,29
14 0 0 o0 44,53 21,97 7,21 29,06 45,16
15 0 0 0 42,48 23,17 8,05 32,06 50,47

Niveis
-1 0 1

Chicken fat

X1 25 75 125

Glucose (X2) 10 55 100

Urea (X3) 0 2 4
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Figure Captions

Fig. 1 Response surface of sophorolipids by Candida bombicola relating glucose factors (x2) and urea (x3)

and fixed fat (x;) in the optimum range (75 g L)

Fig. 2 FT-IR spectrum of SL produced by Candida bombicola fat chicken and glucose

Fig. 3 '"H NMR spectrum of soforolipid produced by Candida bombicola in fat chicken and glucose

Fig. 4 3C NMR spectrum of soforolipid produced by Candida bombicola in fat chicken and glucose

Fig. 5 HSQC spectrum of soforolipid produced by Candida bombicola in fat chicken and glucose

Fig. 6 HMBC spectrum of soforolipid produced by Candida bombicola in fat chicken and glucose

Fig. 7 Relationship between the surface tension and the concentration of sophorolipids

Fig. 8 Cumulative production of CO; during the biodegradation assay. C1: Enzilimp 4 g Kg™!' soil without
SLP; T1: Enzilimp 4 g Kg™!' soil plus SPL 1 g Kg! soil; T2: Enzilimp 4 g Kg™! soil plus SPL 3 g Kg™! soil;
T3: Enzilimp 4 g Kg™! soil plus SPL 5 g Kg™! soil; C2: Enzilimp 2 g Kg™! soil without SLP; T4: Enzilimp 2
g Kg! soil plus SPL 1 g Kg! soil; T5: Enzilimp 2 g Kg™! soil plus SPL 3 g Kg™! soil; T6: Enzilimp 2 g Kg°
!'soil plus SPL 5 g Kg™! soil. MSD: Minimal significant difference according Tukey test (p<0,05)

Fig. 9 Daily CO, production during bioremediation assays. C1: Enzilimp 4 g Kg! soil without SLP; T1:
Enzilimp 4 g Kg™! soil plus SPL 1 g Kg™! soil; T2: Enzilimp 4 g Kg™' soil plus SPL 3 g Kg™! soil; T3:
Enzilimp 4 g Kg™! soil plus SPL 5 g Kg™! soil; C2: Enzilimp 2 g Kg™! soil without SLP; T4: Enzilimp 2 g

Kg! soil plus SPL 1 g Kg™! soil; T5: Enzilimp 2 g Kg™! soil plus SPL 3 g Kg™! soil; T6: Enzilimp 2 g Kg'!
soil plus SPL 5 g Kg™! soil.
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6 CONCLUSOES

e Dentre os substratos testados, a melhor combinagao para a producéo de
soforolipidios pela Candida bombicola ATCC 22214 foi a gordura de
frango com glicose, atingindo 16,83 g L';

¢ Na condi¢éo otimizada do meio de cultivo, a maior producao foi de 41,63
gL"'de SLP em 75 g L' de gordura de frango, 100 g L' glicose e 2,5 g
' de extrato de levedura, sem necessidade da ureia fonte de nitrogénio;

e Os soforolipidios produzidos na condigao otimizada apresentaram a forma
lactonica diacetilada, caracteristicas tensoativas com capacidade de
diminuir a tensao superficial da agua em 35 mN/m e com CMC de 65 mg
L-' e s&o agentes emulsificantes em diferentes hidrocarbonetos.

e Os soforolipidios produzidos por C. bombicola teve potencial de aplicacéo
na biorremediagao de solos contaminados com 6leo lubrificante.

¢ O consorcio bacteriano quando acrescido de soforolipidios aumentou a
eficiéncia da biodegradabilidade, quando comparado aos ensaios apenas

com 0S microrganismos comerciais.
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ANEXO A - Perfil cromatografico do padrao FAMEmix Supleco®. 1 - acido
mistirico (C14:0), 2 - &cido palmitico (C16:0), 3 - acido estearico (C18:0), 4 - acido
oleico (C18:1), 5 - 4cido linoleico (C18:2), 6 - acido linolénico (C18:3), 7 - acido
araquidénico (C20:0) E 8 — acido beenico (C22:0).
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ANEXO B - Perfil cromatografico da gordura de frango. 1 - acido miristico
(C14:0), 2 - 4cido palmitico (C16:0), 3 - acido estearico (C18:0), 4 - acido oleico
(C18:1), 5 - acido linoleico (C18:2) e 6 - acido linolénico (C18:3).
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Accessibility
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