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RESUMO 
 
 

Soforolipídios são biossurfactantes pertencentes à classe de glicolipídios 
extracelulares compostos por uma molécula de soforose  (O β-D-glicopiranosil-2→1-
β-D-glicopiranose) unida a uma cadeia de ácido graxo. São produzidos por 
microrganismos, com destaque para a levedura Candida bombicola, na forma de 
uma mistura de estruturas relacionadas, sendo divididas em dois grupos principais: 
acídicos e lactônicos. Podem apresentar outras variações, as quais influenciam 
diretamente suas características físico-químicas e biológicas. Dentre as diversas 
aplicações, os soforolipídios têm chamado atenção por sua ação antimicrobiana 
contra uma ampla gama de bactérias e fungos. O setor avícola no Brasil apresenta 
um grande impacto social e econômico, porém perdas de produção ocorrem pela 
elevada contaminação microbiana. Considerando esses aspectos, o presente 
trabalho teve como objetivo produzir e verificar a ação antibacteriana de 
soforolipídios de C. bombicola ATTCC 22114 contra Listeria monocytogenes, 
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella spp., Campylobacter jejuni e 
Clostridium perfringens, os quais são os principais microrganismos contaminantes da 
carne de frango. As produções atingiram 71,98; 50,63 e 69,83 g/L nas fermentações 
com volumes de 50 mL, 100 mL e em biorreator, respectivamente; predominando  
95% de formas lactônicas. Os soforolipídios produzidos tiveram ação contra S. 
aureus, L. monocytogenes, C. perfringens e C. jejuni e a associação com ácido 
láctico resultou em interação aditiva para as cepas testadas, com exceção de E. coli 
e Salmonella. O soforolipídio apresentou efeito citotóxico em concentrações ≥ 62,5 
μg/mL, portanto a associação com o ácido lático em concentrações ≤ 0,6 %, 
apresenta viabilidade de aplicação do soforolipídio como agente sanitizante com 
ausência de toxicidade. Assim, o soforolipídio se apresenta como um produto 
inovador com perspectiva de aplicação na indústria avícola, para a redução da 
contaminação e aumento da produtividade industrial.  
 
Palavras-chave: Soforolipídios. Processos fermentativos. Candida bombicola. 

Patógenos avícolas. Atividade antibacteriana. Ácido lático.
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ABSTRACT 
 
 

Sophorolipids are biosurfactants belonging to the extracellular glycolipid class, 
composed of a sophorose moiety (O β-D-glycopyranosyl-2→1-β-D-glucopyranose) 
linked to a fatty acid chain. It is produced by a variety of microorganisms, highlighting 
the yeast Candida bombicola, in a mixture of related structures, divided in two main 
groups: acidic and lactonic forms. It also may vary in other structures aspects, which 
has direct influence in their physical-chemical and biological characteristics. Among 
the diverse applications, sophorolipids has increased attention due to their 
antimicrobial activities against various bacteria and fungi. The Brazilian poultry 
industry represents a social and economic impact, although there are huge losses in 
the sector due to microbial contamination. Considering these aspects, the present 
work aimed to produce and verify the antibacterial activity of sophorolipids from C. 
bombicola ATTCC 22114 against Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, 
Escherichia coli, Salmonella spp., Campylobacter jejuni and Clostridium perfringens, 
which are the major pathogens found in chicken meat. The productions achieved 
71.98; 50.63 and 69.83 g/L in the fermentations with 50 mL, 100 mL and in 
bioreactor, respectively; predominating  95% of lactonic forms. The produced 
sophorolipids had action against S. aureus, L. monocytogenes, C. perfringens and C. 
jejuni and the association with lactic acid resulted in an additive interaction for the 
tested strains, with exception for E. coli and Salmonella. Sophorolipid presented 
cytotoxicity at concentrations ≥ 62.5 μg/mL, thus the combination with lactic acid at 
concentrations ≤ 0.6 % presents the viability of application of this biosurfactant as a 
sanitizer agent without toxicity. Therefore, sophorolipids presents itself as an 
innovative product with perspective of application in the poultry industry, to reduce 
contamination and increase industrial productivity.   
 
Keywords: Sophorolipids. Fermentation processes. Candida bombicola. 

Antibacterial activity. Chicken pathogens. Lactic acid. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

A cadeia produtiva de aves no Brasil tem apresentado constantes 

crescimentos e espera-se, de acordo com as projeções do agronegócio brasileiro 

realizada pelo Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA), uma 

taxa de crescimento anual de 2,8 % para o período de 2016/17 a 2026/27. Em 

relação ao consumo, o crescimento anual projetado é de 2,6 %, representando um 

aumento de 29,5 % no consumo da carne de frango nos próximos dez anos 

(BRASIL, 2017). Segundo dados do Relatório Anual de 2018 da Associação 

Brasileira de Proteína Animal (ABPA), a produção de frango brasileira superou 13 

milhões de toneladas, ocupando o segundo lugar mundial. Os estados brasileiros 

que apresentam uma produção mais expressiva são Paraná, Santa Catarina e Rio 

Grande do Sul, destacando o Paraná como o maior exportador.  

Esse crescimento na produção, aumentou o risco e a preocupação com a 

transmissão de patógenos, assim como a necessidade de um maior controle da 

qualidade higiênico e sanitário dos produtos. Os alimentos de origem animal, com 

destaque para as aves, são os maiores responsáveis pela disseminação de 

microrganismos causadores de toxinfecções alimentares.  

No processamento de abate, algumas etapas são consideradas pontos 

críticos de controle. Destacando a contaminação que é uma das principais causas 

de perdas econômicas na indústria, ocorrendo devido a uma diversidade de 

microrganismos, tais como Salmonella spp., Campylobacter spp., Listeria 

monocytogenes e Escherichia coli, os quais representam um risco potencial à saúde 

do consumidor. Dessa forma, é importante ressaltar as perdas econômicas 

ocasionadas por esses microrganismos, seja por custo com tratamentos médicos, 

como também na produtividade da indústria. 

Afim de melhorar a qualidade microbiológica e diminuir essas perdas, 

estudos têm sido direcionados em busca de alternativas na descontaminação das 

carcaças de frango. As práticas descritas na literatura abordam o uso de refile, 

lavagem de carcaças, rinsagem com água quente, pasteurização por vapor, cloro e 

derivados, ácidos orgânicos e ozônio. 

Algumas dessas estratégias são aprovadas e amplamente utilizadas no 

exterior, como nos Estados Unidos e União Europeia, que permitem o uso de 

determinados descontaminantes químicos para a remoção bacteriana da superfície 
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de carnes. A legislação brasileira permite somente a lavagem com água em baixos 

níveis de cloração, apenas 1 ppm de cloro livre. Desse modo, estudos que apontem 

para novos agentes sanitizantes que possam ser introduzidos na cadeia produtiva 

de aves, tais como antimicrobianos naturais, como os soforolipídios, se destacam 

como uma inovação de importância, podendo contribuir para uma maior 

competitividade do setor produtivo. 

Os soforolipídios, biossurfactantes microbianos e atóxicos, possuem 

características físico-químicas desejáveis para diversas aplicações industriais e 

biotecnológicas, sendo de maior destaque atualmente a sua potencial aplicação 

como agente antimicrobiano para uma série de cepas bacterianas e fúngicas, no 

tratamento de infecções hospitalares, combate a microrganismos causadores de 

cáries, aumento do rendimento de plantações por seu emprego no controle de 

pragas, componente de misturas germicidas para a limpeza de frutas e vegetais, 

entre outras ações sanitizantes de grande destaque. 

Os soforolipídios são glicolipídios produzidos por microrganismos, 

destacando-se a levedura Candida bombicola, que a partir de carboidratos e lipídeos 

excretam para o meio extracelular uma mistura de compostos de estruturas químicas 

relacionadas, que apresentam atividade antimicrobiana contra diversos patógenos, 

inclusive os frequentemente encontrados na indústria avícola. Considerando as 

propriedades dos soforolipídios que garantem grande aplicação industrial e a 

capacidade metabólica da C. bombicola, este trabalho visou produzir e testar a 

capacidade antibacteriana dos soforolipídios individualmente e em combinação com 

ácido lático contra bactérias contaminantes da carne de frango, para potencial 

utilização como sanitizante na indústria avícola. 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 



15 
 

2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL  

  

Produzir soforolipídios de Candida bombicola e avaliar a capacidade 

antimicrobiana como sanitizante na indústria avícola.  

  

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

  

 Produzir soforolipídios de C. bombicola por batelada alimentada em frascos 

agitados e em biorreator de bancada; 

 Acompanhar os processos fermentativos por consumo dos substratos 

hidrofílicos e hidrofóbicos, crescimento microbiano e produção de soforolipídios; 

 Extrair, quantificar e identificar os soforolipídios produzidos por gravimetria e 

cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE); 

 Testar a capacidade antibacteriana dos soforolipídios e/ou do ácido lático 

contra Campylobacter jejuni ATCC 33560, Clostridium perfringens ATCC 3623 e os 

isolados da carne de frango Salmonella spp., Escherichia coli, Staphylococcus 

aureus e Listeria monocytogenes; 

 Verificar o efeito citotóxico do soforolipídios em linhagem celular HepG2; 

  Analisar por microscopia eletrônica de varredura alterações na morfologia 

celular das bactérias após os tratamentos com soforolipídios e/ou ácido lático. 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1. BIOSSURFACTANTES: MICRORGANISMOS E PRODUÇÃO COMERCIAL 

 

Com a crescente preocupação ambiental nas últimas décadas, a procura por 

alternativas aos surfactantes sintéticos tem aumentado, levando à um maior 

destaque para os surfactantes obtidos de microrganismos. Estes são chamados de 

biossurfactantes e possuem inúmeras vantagens sobre os derivados químicos, como 

biodegradabilidade e sustentabilidade, baixa toxicidade, alta seletividade devido a 

presença de grupos funcionais específicos e eficiência de operação em condições 

ambientais extremas de temperatura, pH e salinidade, o que os torna adequados 

para uma ampla gama de aplicações industriais (MAKKAR; CAMEOTRA; BANAT, 

2011; NITSCHKE; PASTORE, 2002). 

Biossurfactantes são um grupo estruturalmente diversificado de metabólitos 

secundários secretados ao meio de cultura por seus microrganismos produtores. 

Eles auxiliam no crescimento microbiano, facilitando a disponibilidade de 

hidrocarbonetos através do aumento da interface de contato aquosa-hidrocarboneto, 

devido suas propriedades anfipáticas; além de atuar na proteção do microrganismo 

em condições ambientais severas. São divididos em baixa massa molecular, tais 

como os glicolipídios, lipopeptídeos e fosfolipídios e agentes poliméricos de massa 

molecular elevada (SHARMA; OBEROI, 2017).  

Uma grande variedade de microrganismos, incluindo bactérias, fungos e 

leveduras, podem produzir biossurfactantes, como listados na Tabela 1. Os 

primeiros relatos sobre esses surfactantes biológicos foram descritos nas décadas 

de 40 e 60 (BERGSTROM; THEORELL; DAVIDE, 1946; GORIN; SPENCER; 

TULLOCH, 1961) e atualmente diversas classes foram caracterizadas, destacando 

os glicolipídios, que exibem grande potencial comercial devido à sua alta 

produtividade microbiana.  
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Tabela 1 - Principais classes de biossurfactantes e microrganismos produtores  

 

Biossurfactante Microrganismos Referências 

Grupo Classe 

Glicolipídios Ramnolipídios Pseudomonas aeruginosa spp. Ustilago maydis, 
Serratia rubidaea 

Maier; Chavez (2000), Sifour et al. (2007), 
Teichmann et al. (2007),  Jadhav et al. 
(2011) 

Trehalolipidios Mycobacterium spp., Rhodococcus spp., Arthrobacter 
paraffineus, Nocardia spp., Corynebacterium spp., 
Brevibacterium vitarumen 

Franzetti et al. (2010), Kugler et al. (2015) 

Soforolipídios Torulopsis petrophilum, Torulopsis apicola, Candida 
bombicola, C. antarctica, C. apicola, C. stellata, C. 
botisae 

Baviere et al. (1994), Fesle et al. (2007), 
Van Bogaert et al. (2010), Dolman et al. 
(2017) 

Ácidos graxos 
Fosfolipídios 
Lipídios neutros 

Ácido corinomicólico Corynebacterium lepus, Clavibacter michiganensis Gerson; Zajic (1978) Herman; Maier (2002) 

Ácido espiculispórico Penicillium spiculisporum Ishigami et al. (2000) 

Fosfatidiletanolamina Acinetobacter sp., Rhodococcus erythropolis Appanna et al. (1995), Santos et al. (2016) 

Lipopeptídeos Surfactina/ Iturina Bacillus subtilis, B. amyloliquefaciens Arguelles et al. (2009), Liu et al. (2015) 

Liquenisina Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis Yakimov et al. (1997), Santos et al. (2016) 

Poliméricos Emulsan Acinetobacter calcoaceticus RAG-1 Santos et al. (2016) 

Alasan Acinetobacter radioresistens KA-53 Toren et al. (2001) 

Biodispersan Acinetobacter calcoaceticus A2 Santos et al. (2016) 

Liposan Candida lipolytica, C. tropicalis Cirigliano; Carman (1984), Santos et al. 
(2016) 

Manoproteína Saccharomyces cerevisiae Santos et al. (2016) 
Fonte: Sharma e Oberoi (2017) 
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Os biossurfactantes são moléculas anfipáticas, que apresentam grupos 

hidrofílicos e hidrofóbicos. O número do balanço hidrofílico-lipofílico (HLB) é usado 

para calcular a proporção destes grupos e os valores entre 0 e 60 definem a 

afinidade do surfactante para água ou óleo. Valores baixos de HLB são 

caracterizados como lipofílicos e estabilizam a emulsão de água em óleo, enquanto 

os emulsionantes com HLB elevado são hidrofílicos. A eficiência dos 

biossurfactantes baseia-se em sua concentração micelar crítica (CMC), definida 

como a menor concentração em que ocorre a formação de micelas de um 

surfactante; e na sua atividade de tensão superficial. Em termos padrão, um 

biossurfactante eficaz é capaz de reduzir a tensão superficial da água de 72 para 30 

mN.m-1 e a tensão interfacial entre a água e um n-hexadecano de 40 para 1 mN.m-1 

(DESAI; BANAT, 1997; SHARMA; OBEROI, 2017). 

Apesar da crescente demanda e inúmeras vantagens frente aos compostos 

sintéticos, a produção comercial em larga-escala é dificultada devido aos altos 

custos de produção, métodos ineficazes de bioprocessos, microrganismos pouco 

eficientes e custos elevados de downstream para recuperação do produto (BANAT 

et al., 2014; MARCHANT; BANAT, 2012). Embora ainda se tenha uma produção 

restrita desses surfactantes naturais, novas cepas microbianas e intervenções de 

processo possibilitaram melhorar a produtividade, impulsionando o aumento no 

mercado de empresas produtoras dessa molécula nos últimos tempos, como listado 

na Tabela 2. 
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Tabela 2 - Empresas mundiais de produção de biossurfactantes. 

 

Empresas Biossurfactantes  

Kao Co Ltd., Japão Soforolipídios 

Iwata Chemical Co. Ltd., Japão Ramnolipídios 

Wako Pure Chemical Industries, EUA Surfactina 

MG Intobio Co. Ltd., Coréia do Sul Ramnolipídios 

Jeneil Biosurfactant Company, EUA Não especificado 

Group Soliance, França Soforolipídios 

Ecover, Bélgica Soforolipídios 

AGAE Technologies LLC, EUA Ramnolipídios 

Apollo Biolife, Índia Soforolipídios 

Synthezyme, EUA Soforolipídios 

Fonte: Sharma e Oberoi (2017) 

Durante a década passada, foi observado um crescimento substancial na 

produção de biossurfactantes. Em 2013, a produção atingiu 344.068 toneladas, a 

qual espera-se aumentar para 476.512 em 2018, com taxas de crescimento anual de 

4,3% (TRANSPARENCY MARKET RESEARCH, 2014). Existe uma urgente 

necessidade no desenvolvimento de novas estratégias para produção comercial de 

biossurfactantes, a qual pode ser obtida por melhorias nos processos 

biotecnológicos.   

 

3.2. SOFOROLIPÍDIOS: ESTRUTURA E BIOSSÍNTESE 

 

Os soforolipídios (SL) são biossurfactantes pertencentes à classe dos 

glicolipídios extracelulares, compostos por um dissacarídeo soforose (O β-D-

glicopiranosil-2→1-β-D-glicopiranose) unidos por ligação β-glicosídica entre o 

carbono 1’ e o carbono terminal (ω) ou sub-terminal (ω-1) de uma cadeia de ácido 

graxo de 16 ou 18 carbonos (ASHBY; SOLAIMAN, 2010). São considerados 

metabólitos secundários, sendo produzidos no final da fase exponencial e início da 

fase estacionária (HOMMEL et al., 1987). Foi primeiramente descrito em 1961, 

sintetizado pela levedura Torulopsis magnoliae (atualmente conhecida por Candida 

apicola) (GORIN; SPENCER; TULLOCH, 1961). 



20 
 

Esses biossurfactantes são produzidos na forma de uma mistura de 

diferentes moléculas, que podem ser divididas em dois grupos principais: A- 

lactônica e B- acídica (Figura 1). Na forma acídica, a extremidade do ácido 

carboxílico é livre, pois é ligado a apenas um monômero de glicose, apresentando 

uma cadeia aberta. A estrutura lactônica é internamente esterificada na posição 4” 

da soforose, o que a faz apresentar uma estrutura de anel fechado. Essas duas 

formas podem sofrer outras variações estruturais em termos de acetilação das 

posições 6’ e 6’’ em sua porção da soforose e de diferenças na estrutura do ácido 

graxo (número de carbonos, insaturações e hidrogenação), de acordo com as 

condições e substratos utilizados no processo fermentativo, que refletem em 

alterações nos aspectos físico-químicos e em suas propriedades biológicas (ASHBY; 

SOLAIMAN, 2010; ASMER et al., 1988; DIAZ DE RIENZO et al., 2015). 

 

Figura 1 - Formas estruturais dos soforolipídios: A – lactônica B – acídica  

 

Fonte: o próprio autor. 

 

A diversidade natural encontrada na mistura de SL é devida a variância nos 

padrões de acetilação, a ocorrência de esterificação interna e a natureza da 

hidroxilação do ácido graxo, podendo 20 ou mais congêneres estarem presentes 

numa única amostra de SL (DAVILA; RÉMY; VANDECASTEELE, 1992; DE 

OLIVEIRA et al., 2015). Em relação aos microrganismos produtores, acreditava-se 

que a biossíntese de SL era realizada somente pelas espécies Candida apicola e 

Candida bombicola, descobertas em 1961 e 1970, respectivamente. Apenas há uma 

década, novas cepas produtoras foram descritas (Tabela 3) (CLAUS; VAN 

BOGAERT, 2017). 
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Os soforolipídios são sintetizados em altas concentrações e geralmente por 

cepas não patogênicas, tornando esse grupo de moléculas particularmente atrativo 

para produções comerciais e futuras aplicações, considerando os aspectos de 

segurança (PAULINO et al., 2016; VAN BOGAERT et al., 2007). O principal 

microrganismo produtor é a levedura não patogênica C. bombicola, devido aos seus 

rendimentos de produção bastante expressivos e seu status GRAS (Generally 

recognized as safe), o que a faz ser a mais utilizada e estudada atualmente para 

essa produção (PAULINO et al., 2016). 

 

Tabela 3 - Principais microrganismos produtores de soforolipídios  

 

Microrganismos Referências 

Candida albicans 0-13-1 Yang et al. (2012) 

Candida apicola NRRL-Y-2481 Kurtzman et al. (2010) 

Candida batistae CBS8550 Konishi et al. (2008) 

Candida floricola Imura et al. (2010) 

Candida kuoi NRRL Y-27208 Kurtzman et al. (2010); Price et al. (2012) 

Candida riodocensis NRRL Y-27859 Kurtzman et al. (2010) 

Candida rugosa Chandran; Das (2011) 

Candida stellata NRRL Y-1446 Kurtzman et al. (2010) 

Candida tropicalisY9 Chandran; Das (2011) 

Cryptococcus sp. VITGBN2 Basak; Das (2014) 

Cyberlindnera samutprakarnensis Poomtien et al. (2013) 

Lachancea thermotolerans BBMCZ7FA20 Mousavi et al., 2015 

Rhodotorula mucilaginosa Chandran; Das (2011) 

Rhodotorula babjevaeYS3 Sen et al. (2017) 

Candida bombicola ATCC 22214 Davila et al. (1997); Kurtzman et al. (2010); 

Price et al. (2012); Dolman et al. (2017) 

Pseudohyphozyma (Rhodotorula) 

bogoriensis 

Tulloch et al. (1968); Nuñez et al. (2004) 

Wickerhamiella domercqiae Chen et al. (2006) 

Wickerhamomyces (Pichia)anomalus PY1 Thaniyavarn et al. (2008) 

Fonte: Claus e Van Bogaert (2017) 
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Os substratos normalmente empregados na síntese da molécula de 

soforolipídio são carboidratos e ácidos graxos. Na ausência de fontes hidrofóbicas 

no meio, ácidos graxos serão formados por síntese “de novo” a partir da acetil-CoA 

derivada da glicólise. Por outro lado, se a concentração de açúcares for baixa, parte 

dos ácidos graxos serão conduzidos para a via de β-oxidação para manutenção 

celular, ao invés da síntese de SL (VAN BOGAERT et al., 2007). 

 A via metabólica de produção do SL pode ocorrer de duas formas: síntese 

“de novo” ou incorporação direta. Na síntese “de novo”, os substratos lipídicos são 

primeiramente oxidados à ácidos graxos, quebrados em moléculas menores, 

hidroxilados e incorporados à molécula de SL. Essa quebra ocorre pela via da β-

oxidação, sendo os substratos metabolizados a cada 2 carbonos, como acetil-CoA, 

podendo esta ser utilizada no processo de respiração celular ou na construção de 

biomoléculas. A segunda via de síntese é a incorporação direta, a qual o substrato 

oxidado não é quebrado, e imediatamente hidroxilado e incorporado ao SL. Dessa 

forma, o comprimento da cadeia do ácido graxo será igual ao substrato lipídico 

(GUPTA, 2012). 

A incorporação direta é aumentada quando substratos adicionais são 

fornecidos, como glicose, que pode ser utilizada para manutenção celular. Não há 

evidência de incorporação direta de outros açúcares na biossíntese de glicolipídios 

por C. bombicola. Apesar do emprego diversos açúcares, como sacarose, frutose, 

galactose e lactose, apenas a soforose foi observada no glicolipídio, 

independentemente do tipo de açúcar utilizado (ZHOU; KOSARIC, 1993, 1995). 

Em leveduras, as enzimas da citocromo monooxigenase P450 estão 

presentes e são responsáveis pela hidroxilação dos ácidos graxos ou alcanos na 

posição terminal (ω) ou sub-terminal (ω-1). Assim os ácidos graxos sofrem a ação 

da enzima citocromo monooxigenase P450 (NADP), sendo convertidos a ácidos 

graxos hidroxilados (VAN BOGAERT et al., 2011). Após a formação do ácido graxo 

hidroxilado, duas moléculas de glicose uridina difosfato ativada (UDP-glicose) são 

adicionadas em série para completar a síntese de SL.  

A glicose é acoplada glicosidicamente (posição C1’) ao grupo hidroxila do 

ácido graxo através da ação da glicosiltransferase específica I. A ação da 

transferase exige a molécula de glicose ativada por nucleotídeos (UDP-glicose) 

como doador de grupo glicosil. Em seguida, uma segunda glicose é adicionada na 

posição C2’ da primeira porção da glicose pela glicosiltransferase II (VAN BOGAERT 
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et al., 2007). O produto obtido após a ação da glicosiltransferase II é classificado 

como moléculas de SL acídicas não-acetiladas (GUPTA, 2012). 

Além disso, modificações na estrutura do SL podem ocorrer tanto por 

esterificação interna (lactonização) como por acetilação da soforose. SL lactônicos 

são formados por uma reação de esterificação, catalisada por uma esterase 

lactônica específica (ASMER et al., 1988).  A acetilação na posição 6’ e/ou na 

posição 6’’ é realizada pela acetil transferase dependente de acetil-CoA (ESDERS; 

LIGHT, 1972). 

  A Figura 2 apresenta a via metabólica da síntese de SL por C. bombicola 

proposta por Asmer et al. (1988). Na etapa I, a síntese pode ser iniciada pelo 

fornecimento de diferentes fontes lipídicas, a partir de alcanos, álcoois ou aldeídos 

para obtenção do ácido graxo livre, ou ainda vindo de triacilgliceróis, que precisam 

ser degradados pelas lipases liberando os ácidos graxos (COOPER; PADDOCK, 

1984; VAN BOGAERT; ZHANG; SOETAERT, 2011). O ácido graxo poderá sofrer β-

oxidação (Etapa II) ou hidroxilação (Etapa III), resultado em uma cadeia de ácido 

graxo hidroxilado (VAN BOGAERT; ZHANG; SOETAERT, 2011). O caminho que o 

ácido graxo será direcionado dependerá das condições metabólicas da célula e da 

disponibilidade de substratos para manutenção celular e síntese de biomoléculas.  

Na etapa III, com a formação do ácido graxo hidroxilado, duas moléculas de 

UDP-glicose serão adicionadas através das enzimas, glicosiltransferase I que acopla 

a glicose na posição C1’ ao grupamento hidroxila ω ou ω-1 do ácido graxo e a 

segunda glicose pela glicosiltranferase II na posição C2’ (VAN BOGAERT; ZHANG; 

SOETAERT, 2011). Por fim, na etapa IV as moléculas de soforolipídios acídicos não 

acetilados são obtidas, podendo sofrer ações das enzimas lactonesterase e 

acetiltransferase, formando estruturas lactônicas não acetiladas ou acetiladas e 

acídicas acetiladas, respectivamente. 
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Figura 2 - Via da biossíntese de soforolipídios 

 

 

Fonte: Gupta (2012) modificado 

 

3.3. CONDIÇÕES DE CULTIVO NA SÍNTESE DE SOFOROLIPÍDIOS 

 

A biossíntese dos soforolipídios ocorre no final da fase exponencial e início 

da fase estacionária, em condições de nitrogênio limitantes, que elevam a atividade 

das enzimas envolvidas no processo, estimulando a produção dessa biomolécula 

(CASAS; GARCÍA DE LARA; GARCÍA-OCHOA, 1997; RAU et al., 2001; ZHOU; 

KOSARIC, 1995).  

Estudos demonstraram que a produção é aumentada quando ambas fontes 

de carbono primária (substratos hidrofílicos) e secundária (substratos hidrofóbicos) 

são fornecidas ao meio (ASMER et al., 1988; COOPER; PADDOCK, 1984; DAVILA; 
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RÉMY; VANDECASTEELE, 1992). De acordo com Linton (1991), quando a fonte de 

carboidrato é suplementada com um substrato lipídico, a disponibilidade do mesmo 

poderá ser direcionada para fornecimento de energia, assim como ser utilizado 

como precursor direto da soforose, favorecendo dessa forma, tanto o suprimento de 

energia da célula como para precursor de lipídios. 

A influência de substratos hidrofílicos alternativos tem sido investigada na 

produção de SL. Diversas fontes já foram relatadas, como sacarose, frutose, 

manose, maltose, rafinose, lactose, galactose e xilose. Porém, majoritariamente a 

glicose tem se mostrado como a fonte preferencial do microrganismo produtor, pois 

nenhum substrato foi capaz de atingir os mesmos valores de rendimentos obtidos no 

emprego desse açúcar. Zhou e Kosaric (1993) compararam diferentes fontes: 

glicose, sacarose, galactose e lactose na produção de soforolipídios com C. 

bombicola e obtiveram resultados de produção de 136,6 g.L-1, 58,32 g.L-1, 46,46 g.L-

1 e 24,41 g.L-1, respectivamente. Em contrapartida, a busca por fontes alternativas, 

como subprodutos industriais, se faz importante para diminuição do custos de 

produção.  

Daniel, Reuss e Syldatk (1998) utilizaram soro de leite desproteinizado em 

conjunto com óleo de canola, porém esse não demonstrou ser um bom substrato, já 

que a lactose não consegue ser metabolizada pela C. bombicola e o máximo 

rendimento de SL obtido foi devido, principalmente, ao consumo de óleo de canola. 

Daverey e Pakshirajan (2009) e Solaiman et al. (2007) reportaram o uso de melaço 

de soja e melaço de cana-de-açúcar como fontes de carbono e nitrogênio para 

produção de SL. Apesar do menor rendimento encontrado no emprego dessas 

fontes de baixo custo em comparação com a glicose, a produção de SL foi possível 

e um aumento foi observado quando esses resíduos passaram por processos de 

pré-tratamento e refinamento, podendo atingir valores de produção próximos a de 

fontes tradicionalmente utilizadas. 

Em relação a fonte lipídica, existem evidências da sua influência no 

rendimento e estrutura do SL. Diferentes fontes de carbono, como alcanos, ácidos 

graxos, ésteres de ácidos graxos e óleos vegetais têm sido empregados. Cavalero e 

Cooper (2003) reportaram que no uso de alcanos, à medida que o comprimento da 

cadeia aumenta de C12 para C18, a porcentagem de ácidos graxos hidroxilados é 

aumentada e diretamente incorporada na estrutura do SL, sendo hexadecano e 

octadecano os que apresentaram os melhores rendimentos de produção. A mesma 
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tendência foi observada na incorporação de ácidos graxos e seus ésteres na 

molécula de SL.  

Fontes lipídicas alternativas tem sido testadas, como óleo de girassol, milho, 

soja, canola e gorduras animais (CASAS; GARCÍA DE LARA; GARCÍA-OCHOA, 

1997; CASAS; GARCÍA-OCHOA, 1999; COOPER; PADDOCK, 1984; DANIEL; 

REUSS; SYLDATK, 1998; KIM et al., 2005; RAU et al., 2001). Porém ácido oleico 

(C18:1) é considerado o melhor substrato lipídico para a produção (ASMER et al., 

1988; GUPTA, 2012; RAU et al., 2001). Cadeias mais longas restringem a 

biodisponibilidade e diminuem as propriedades biológicas, enquanto que cadeias 

médias e pequenas são facilmente metabolizados pela via da β-oxidação, não sendo 

incorporadas, devido restrições bioquímicas da citocromo P450 monooxigenase 

CYP52M1, o que resulta em baixa produção de SL no processo fermentativo 

(CLAUS; VAN BOGAERT, 2017; MORYA et al., 2013).  

Entre as fontes de nitrogênio descritas estão o extrato de malte, peptona, 

ureia, milhocina e extrato de levedura, a qual tem sido a mais utilizada (CASAS; 

GARCÍA-OCHOA, 1999; FONTES; AMARAL; COELHO, 2008; RISPOLI; BADIA; 

SHAH, 2010). Casas, Lara e Gárcia-Ochoa (1997), exaltam a importância do uso do 

extrato de levedura no meio de fermentação para produção de SL, sendo descrito 

como ótima fonte de vitaminas, elementos traços de zinco, magnésio e ferro. A 

temperatura ótima de produção utilizada varia entre 25ºC a 30ºC (DOLMAN et al., 

2017; FELSE et al., 2007; KIM; YUN; KIM, 2009). 

SL são convencionalmente produzidos por fermentações submersas (FS), 

existindo apenas poucos estudos em fermentação em estado sólido (FES) (KIM; 

YUN; KIM, 2009; KOH; GROSS, 2016). Jiménez-Peñalver et al. (2016, 2017) 

utilizaram recentemente FES para produção de SL, empregando resíduo do 

processamento de refino do óleo e ácido esteárico em conjunto com farelo de trigo, 

obtendo 0,251 g.g-1 e 0,211 g.g-1 de SL, respectivamente. Parekh, Patravale e Pandit 

(2012) também produziram soforolipídios por FES utilizando resíduo seco da manga, 

obtendo um rendimento de 0,175 g.g-1. As vantagens reportadas pelos autores 

quanto ao uso da FES são o emprego de substratos sólidos baratos e diminuição de 

potenciais problemas associados à formação de espuma. 

Entretanto, apesar dos estudos em busca da otimização de bioprocessos, a 

produção em larga escala e seu custo relativamente elevado, ainda são um desafio. 

Assim, a fim de derrubar essa barreira comercial e torná-lo economicamente 
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competitivo, a adoção de algumas medidas são necessárias, como a utilização de 

substratos de baixo custo e o desenvolvimento de processos otimizados, objetivando 

a máxima produção e consequente diminuição dos custos (SATPUTE; PŁAZA; 

BANPURKAR, 2017). Dentre os substratos alternativos descritos, destacam-se a 

gordura animal, resíduos de ácidos graxos, óleo residual de restaurantes, águas 

residuais de laticínios, soro do leite desproteinizado, melaço de cana-de-açúcar e 

soja, glicerol bruto e subprodutos do biodiesel e do refino de óleo de soja (ASHBY et 

al., 2005; DANIEL; REUSS; SYLDATK, 1998; DAVEREY; PAKSHIRAJAN, 2009; 

FELSE et al., 2007). 

Outra alternativa para viabilizar a produção comercial desse biossurfactante 

seria a aplicação de ferramentas estatísticas combinadas a técnicas de engenharia 

genética, afim de se obter processos mais otimizados e microrganismos com 

maiores capacidades produtivas (PAULINO et al., 2016). A Tabela 4 compila dados 

de autores na produção de SL em diferentes condições de cultivos e substratos.  
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Tabela 4 - Dados de produção de soforolipídio variando as condições de cultivo  

 

Tipo de Fermentação Substrato Tempo 
(horas)  

pH Temperatura 
(°C) 

Soforolipídio 
 (g/L) 

Referência 

batelada simples Gordura de frango 120 Sem controle 30  39, 81 Minucelli et al. (2017)  

batelada simples Sabugo de milho 
hidrolisado 

120 Sem controle 28  49,29 Konishi; Yoshida; 
Horiuchi (2015)  

batelada alimentada Óleo usado 168  3,5 25  52,1 Samad et al. (2017)  

batelada alimentada Derivado do 
biodiesel 

168 3,5 26  60 Ashby et al. (2005) 

batelada alimentada Resíduo do óleo de 
soja 

168 3,5 30  90 Kim et al. (2005) 

batelada alimentada Gordura animal 240 Sem controle 30  120 Felse et al. (2007)  

batelada alimentada Óleo de canola 192 3,5 25  365 Kim; Yun; Kim (2009) 

batelada alimentada Óleo de canola 120 3,5 25  300 Rau et al. (2001) 

batelada alimentada Óleo de canola 192  3,5 25  320 Davila; Rémy; 
Vandecasteele (1992) 

batelada alimentada Óleo de canola 312 3,5 25  325 Dolman et al. (2017)  

batelada alimentada Ácido oleico 312 Sem controle 30  350 Guilmanov et al. (2002)  

batelada alimentada Óleo de milho 432  3,5 25  >400 Pekin; Vardar-Sukan; 
Kosaric (2005)  

batelada alimentada Óleo de canola 408  3,3 30  422 Daniel; Reuss; Syldatk 
(1998) 

Semicontínua  Ácido oleico 300  3.5-4 30  477 Zhang et al. (2018) 

Fonte: o próprio autor 
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3.4. APLICAÇÕES DOS SOFOROLIPÍDIOS 

 

Devido suas propriedades anfifílicas, os soforolipídios possuem a 

capacidade de diminuir a tensão superficial e interfacial de diversos compostos, 

tornando-os potencialmente aplicáveis nas mais amplas áreas, como agentes 

detergentes e emulsificantes. A redução da tensão superficial e os valores de CMC 

dos SL são comparáveis aos surfactantes comercialmente disponíveis, como a 

surfactina (GUPTA, 2012). De fato, os soforolipídios têm sido vastamente estudados 

como um substituto natural para os surfactantes normalmente empregados na 

indústria (KAUR; SANGWAN; KAUR, 2017; REBELLO et al., 2018; VAN BOGAERT 

et al., 2007).  

Os SL também possuem outras propriedades de alto valor agregado, tais 

como componentes em misturas germicidas aplicadas na limpeza de frutas e 

verduras (PIERCE; HEILMAN, 1998), lise de microrganismos patogênicos da pele e 

cabelo (MAGAR; ROTHLISBERGER; WZGNER, 1987), biopesticidas e agentes 

antifúngicos de patógenos de plantas (YOO; LEE; KIM, 2005), ações antiflamatórias, 

antimicrobianas, antivirais e anticancerígenas (BORSANYIOVA et al., 2015; DEY et 

al., 2015; DIAZ DE RIENZO et al., 2015; VAN BOGAERT et al., 2007; ZHANG et al., 

2016a) estimulação do metabolismo de fibroblastos dérmicos (CONCAIX, 2003) e 

eliminação de radicais livres (HILLION, 1998). 

Diferentes propriedades, como capacidade emulsificante, formação de 

espuma e atividade antimicrobiana, são dependentes de suas propriedades de 

superfície, as quais podem sofrer alterações conforme variações estruturais do SL. 

Formas acídicas possuem melhor solubilidade e formação de espuma, enquanto que 

as lactônicas apresentam melhores propriedades de tensão superficial e ação 

antimicrobiana (PAULINO et al., 2016).  

Os SL possuem baixa citotoxicidade e seus produtos são considerados 

aceitos e aprovados pela Food and Drug administration (FDA) (GUPTA, 2012). 

Atualmente, são os biossurfactantes mais aplicados na indústria e seus produtos 

estão disponíveis em nível comercial. Destacam-se as aplicações em formulações 

de cosméticos (MAENG et al., 2018; MORYA et al., 2013), agentes de limpeza 

(GUPTA, 2012), recuperação de petróleo (BANAT, 1995; BROWN; ROBINSON; 

SPRINGHAM, 1986; PESCE, 2002), biorremediação (MILLER, 1995; MINUCELLI et 

al., 2017; TANG et al., 2018; YE et al., 2016) na indústria de alimentos como 
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estabilizantes e emulsificantes (AKARI; AKARI, 1987; NITSCHKE; COAST, 2007; 

NITSCHKE; SILVA, 2017), na indução de enzimas (LO; JU, 2009; GROSS; SHAH, 

2007) e na área da saúde como antivirais, anticâncer e antiflamatórios (SHAH et al., 

2005; CHEN et al., 2006; RASHAD et al., 2014; SHAO et al., 2012; JOSHI-NAVARE; 

SHIRAS; PRABHUNE, 2011; ZIEMBA et al., 2017). Outra atividade biológica de 

grande importância é sua ação antimicrobiana, que tem sido de grande destaque 

atualmente.  

 

3.4.1 Atividade Antimicrobiana  

 

Os soforolipídios possuem propriedades químicas e biológicas únicas e têm 

ganhado atenção devido a diversos fatores, como o aumento da preocupação 

ambiental na busca de alternativas aos compostos químicos tradicionais, por suas 

características desejáveis para ampla aplicação industrial e por sua alta 

produtividade (ZHANG et al., 2016b). Nessa vertente, uma das principais 

propriedades investigadas atualmente são suas atividades antimicrobianas, haja 

vista a importância e necessidade da descoberta de possíveis substituintes de 

antibióticos, germicidas e sanitizantes convencionais por compostos naturais e 

biodegradáveis, como os soforolipídios (GUPTA, 2012).  

A ação antimicrobiana do SL está relacionada à sua natureza anfifílica, a 

qual através de interações sinérgicas entre as porções da soforose e ácido graxo 

produz o efeito surfactante, sendo capaz de diminuir a tensão interfacial e superficial 

de compostos e materiais, e assim promover alterações da adesão de 

microrganismos (PONTES et al., 2016; VALOTTEAU et al., 2017). Sua ação envolve 

mecanismos de desestabilização e alteração da permeação da membrana, o que 

leva a ruptura e extravasamento do conteúdo celular (DE OLIVEIRA et al., 2015; 

DENGLE-PULATE et al., 2014; FRACCHIA et al., 2015). Lydon et al. (2017) 

destacam que os efeitos antimicrobianos dos SL dependem da sua estrutura e da 

classe da bactéria examinada. 

A atividade antibacteriana do SL tem sido descrita (Tabela 5). Embora 

apresentem resultados de inibição contra bactérias Gram-negativas, SL demonstrou 

ter melhor ação em cepas Gram-positivas. Isso se deve à sua especificidade de 

ação em membranas, uma vez que existem diferenças estruturais nessas bactérias. 

Em Gram-positivas, a parede celular é constituída por uma membrana citoplasmática 



31 
 

circundada por uma espessa camada de peptidoglicano, enquanto que em Gram-

negativas ela é composta de uma fina camada de peptidoglicano e duas 

membranas, tornando o envelope celular de bactérias Gram-negativas mais 

complexo de interagir (DENGLE-PULATE et al., 2014; ZHANG et al., 2016a). 
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Tabela 5 - Concentrações inibitórias mínimas (CIM) de diferentes tipos de soforolipídio contra bactérias Gram-positivas e Gram-

negativas. 

Bactérias Tipos de soforolipídio CIM Referências 

Staphylococcus aureus Lactônico diacetilado /oleico e linoleico  
Álcool laurílico 
Mistura acídica e lactônica  
75% lactônico e 25% acídico;   
Lactônico diacetilado /esteárico, oleico e 
linoleico    

4.500 µg/ml; 
6 µg/ml;           
5% (50.000 µg/ml); 
400 µg/ml; 
50 µg/ml 

Hoa et al. (2017); 
Dengle-Pulate et al. 
(2013);  
Diaz de Rienzo et al. 
(2015);  
Joshi-Navare et al. (2013);  
Pontes et al. (2016) 

Staphylococcus xylosus; 
Staphylococcus cohnii; 
Staphylococcus equorum 

Palmitico ou oleico  
Esteárico 

19,5 µg/ml; 
4,88 µg/ml 

Solaiman et al. (2016) 

Staphylococcus epidermidis  Acídico não acetilado  50 µg/ml Valotteau et al. (2017) 

Bacillus subtilis Lactônico diacetilado / oleico e linoleico 
Álcool laurílico  

5.000 µg/ml; 
5% (50.000 µg/ml) 

Hoa et al. (2017);  
Diaz de Rienzo et al. 
(2015) 

Bacillus licheniformis; B. 
pumilos e B. mycoides 

Palmítico ou oleico   
Esteárico 

19,5 µg/ml;  
4,88 µg/ml 

Solaiman et al. (2016) 

Enterococcus faecium Palmítico ou oleico   
Estearico 

19,5 µg/ml; 
9,76 µg/ml 

Solaiman et al. (2016) 

Enterococcus faecalis  Acídico não acetilado  50 µg/ml Valotteau et al. (2017) 
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Aerococcus viridans Palmítico ou oleico  
Esteárico 

19,5 µg/ml; 
9,76 µg/ml 

Solaiman et al. (2016) 

Listeria ivanovii  Acídico não acetilado  50 µg/ml Valotteau et al. (2017) 

Listeria spp. Lactônico    0,10% (1.000 µg/ml) Zhang et al. (2016) 

Streptococcus pyogenes  Acídico não acetilado  50 µg/ml Valotteau et al. (2017) 

Streptococcus mutans; S. 
salivarius e S. sobrinus 

Lactônico   ≥50 μg/ml 
Solaiman et al. (2017) 

Lactobacillus acidophilus e L. 
fermentum 

Lactônico    1.000 µg/ml 
Solaiman et al. (2017) 

Escherichia coli  

Lactônico diacetilado / oleico e linoleico 
Álcool laurílico 
Acídico não acetilado 
75% lactônico e 25% acídico; 
Lactônico diacetilado / esteárico, oleico e 
linoleico 

10.000 µg/ml; 
30 µg/ml; 
50 µg/ml; 
1.000 µg/ml; 
750 µg/ml 

Hoa et al. (2017); 
Dengle-Pulate et al. 
(2013); 
Valotteau et al. (2017);  
Joshi-Navare et al. (2013);  
Pontes et al. (2016) 

Escherichia coli O157:H7 Lactônico / esteárico e oleico 
1% SL (10.000 µg/ml) + 
20% Etanol 

Zhang et al. (2017) 

Pseudomonas aeruginosa  

Lactônico diacetilado / oleico e linoleico 
Álcool laurílico 
Acídico não acetilado  
Acídico / oleico 

10.000 µg/ml; 
1 µg/ml; 
50 µg/ml; 
5.000 µg/ml 

Hoa et al. (2017);  
Dengle-Pulate et al. 
(2013); 
Valotteau et al. (2017);  
Lydon et al. (2017) 

Pseudomonas luteola 
Palmítico ou oleico 
Esteárico 

19,5 µg/ml;  
4,88 µg/ml 

Solaiman et al. (2016) 

Enterobacter cloacae and E. 
sakazakii 

Palmítico ou oleico 
Esteárico 

19,5 µg/ml; 
9,76 µg/ml 

Solaiman et al. (2016) 

Vibrio fluvialis 
Palmítico ou oleico 
Esteárico 

19,5 µg/ml;  
9,76 µg/ml 

Solaiman et al. (2016) 
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Salmonella typhimurium  Acídico não acetilado  50 µg/ml Valotteau et al. (2017) 

Salmonella spp. Lactônico /  Esteárico 1% (10.000 µg/ml) Zhang et al. (2016) 

Fonte: o próprio autor. 
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Pontes et al. (2016) conduziram um estudo sobre a aplicação de SL em 

cateteres de silicone para inibir a formação de biofilmes bacterianos. Foram testadas 

cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Escherichia coli ATCC 25922, 

como microrganismos representativos de infecções vasculares e urinárias. Os 

resultados revelaram que a presença de SL na superfície do silicone foi capaz de 

diminuir a hidrofobicidade do material com consequente redução na formação de 

biofilmes pelas duas bactérias. S. aureus mostrou ser mais vulnerável à ação desse 

biossurfactante, sendo erradicada em sua forma planctônica na concentração de 50 

g/mL. 

 Contrariamente, não foi possível observar inibição completa da E. coli 

dentro das concentrações testadas (MIC < 750 g/mL). A justificativa dessa 

diferença antimicrobiana seria explicada pela hidrofobicidade e cargas que a 

bactéria carrega. Bactérias Gram-negativas possuem carácter menos hidrofóbico e 

mais negativo, o que as faz ser menos afetadas pelas alterações de superfície 

promovidas pelo SL. Além disso, em pH neutro, SL podem ser ionizados 

negativamente, repelindo bactérias com carga negativa.   

Morya et al. (2013) também testaram a ação do SL para as mesmas 

bactérias e observaram a influência na atividade de SL quando produzidos a partir 

de diferentes substratos. SL derivado do óleo de coco exibiu melhor atividade 

antibacteriana contra S. aureus, mas não apresentou diferença em relação ao SL 

produzido com óleo de milho para E. coli. Esse glicolipídio é produzido na forma de 

uma mistura de estruturas relacionadas e os substratos empregados e condições de 

cultivo têm relação direta com a formação dessas estruturas, que podem alterar 

suas propriedades químicas e biológicas, refletindo em suas atividades 

antimicrobianas (VAN BOGAERT et al., 2007).   

Dessa forma, um ponto relevante na atividade antimicrobiana de SL é o 

predomínio das formas acídicas e lactônicas. Formas lactônicas possuem melhores 

propriedades de redução da tensão superficial e atividade antimicrobiana em 

comparação com a forma acídica, assim o aumento nas proporções lactônicas 

poderia melhorar a ação antibacteriana do SL (VAN BOGAERT et al., 2007; ZHANG 

et al., 2016a). Estudos anteriores também mostraram a influência da porção de 

soforose nas atividades antimicrobianas. Shah, Badia e Ratsep (2007) relataram que 

SL obtidos de meios contendo arabinose mostraram-se mais efetivos que meios com 

glicose, contra três das quatro bactérias Gram-positivas testadas e contra Moraxella 



36 
 

spp. Por outro lado, quando arabinose foi empregada, não foi observado inibição no 

crescimento de E. coli.  

Ações sinérgicas dos soforolipídios com outros compostos também têm sido 

descritas. Joshi-Navare e Prabhune (2013) relataram interação entre SL e 

antibióticos tradicionais (cefaclor e tetraciclina), apresentando efeitos melhorados na 

atividade contra Escherichia coli ATCC 8739 e Staphylococcus aureus ATCC 29737, 

respectivamente. Díaz de Rienzo e colaboradores (2016a) além de reportarem ação 

antimicrobiana dos SL contra Pseudomonas aeruginosa PAO1, Bacillus subtilis 

NCTC 10400, Staphylococcus aureus ATCC 9144 e E. coli NCTC 10418 (CIM > 

5%), também investigaram a ação conjugada de SL 1% e ácido caprílico 0,8% na 

inibição de biofilmes formados por P. aeruginosa, E. coli e B. subtilis, sugerindo uma 

interação sinérgica entre os compostos. Em outro estudo, os mesmos autores 

(2016b) verificaram a combinação glicolipídica de soforolipídios e ramnolipídios 

(0.04%/ 0.01%) contra biofilmes de P. aeruginosa ATCC 15442, S. aureus ATCC 

9144 e uma cultura mista de ambas, obtendo resultados positivos para os dois 

últimos casos. 

Zhang et. al (2017) investigaram os mecanismos de ação do SL e do etanol 

assim como sua ação combinada contra Escherichia coli O157:H7. Os resultados 

mostraram que utilizando o padrão de etanol 20% ou o SL de formas isoladas, não 

houve redução significativa na população da bactéria. Na presença de 10% de 

etanol, nenhuma das formas acídicas e lactônicas obtiveram resultados promissores. 

Contudo, reduções significativas foram observadas com todos os SL na presença de 

20% de etanol, sugerindo um efeito sinérgico entre eles, com aumento na atividade 

antimicrobiana do SL.  

Em adição a todas essas atividades antibacterianas descritas, os 

soforolipídios também são destacados por sua ação antifúngica. Haque et al. (2016) 

reportaram valores de CIM entre 30-120 μg/mL para várias espécies de Candida 

spp. Atividades sinérgicas entre SL e os antifúngicos anfotericina b e fluconazol 

também foram descritas, apresentando um aumento na eficácia contra formação de 

biofilmes por C. albicans, sugerindo uma potencial aplicação no tratamento de 

candidíase. Sen e colaboradores (2017) apresentaram atividades antifúngicas contra 

os fungos de plantas Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium oxysporum f. sp. pisi 

e Fusarium verticillioides, obtendo valores de CIM na faixa de 62-1000 μg/mL.  
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De modo geral, os efeitos dos SL são mais eficazes contra bactérias Gram-

positivas do que Gram-negativas, e em relação a sua estrutura, formas lactônicas, 

independente das variações, possuem melhor atividade antimicrobiana que as 

estruturas acídicas (RIBEIRO et al., 2012). Estes estudos demonstram o grande 

potencial dessa classe de glicolipídios como agentes antibacterianos e antifúngicos 

alternativos, tanto no tratamento de doenças, como sanitizantes ou germicidas em 

diversos setores industriais. Dessa forma, considerando a importância do 

desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos no controle de cepas resistentes 

e formação de seus biofilmes, em conjunto com as propriedades dos SL que 

garantem grande aplicação industrial, os SL podem ser vistos como moléculas de 

grande potencial e aplicação. 

 

3.5 PERSPECTIVAS ATUAIS SOBRE A SEGURANÇA ALIMENTAR EM PROCESSAMENTO DE 

PRODUTOS AVÍCOLAS 

 

A carne de frango é uma importante commodity alimentar e a previsão de 

produção é que se atinja 134,5 milhões de toneladas até 2026, assegurando a 

liderança entre todos os tipos de produção de carne (AHMED; HIREMATH; JACOB, 

2016a). O setor avícola no Brasil apresenta um grande impacto social e econômico, 

ocupando o primeiro lugar no ranking mundial de exportações de carne de frango, 

concentrada nas regiões Sul, Sudeste e Centro-Oeste, sendo que o estado do 

Paraná contribui com 34,32% do volume abatido total do país (ABPA, 2018). Em 

contrapartida com esse cenário de crescimento econômico, há também um aumento 

no risco de contaminações e preocupação com a transmissão de patógenos, assim 

como a necessidade de um maior controle da qualidade higiênico e sanitário dos 

produtos.  

Diante da importância mundial da avicultura brasileira e as exigências dos 

mercados importadores, o processo produtivo tem sido constantemente aprimorado 

com automações, visando a melhoria de produtividade e diminuição de perdas. 

Porém este é um assunto contraditório, pois ao passo que agiliza o processo, 

melhorando fluxos e reduzindo o tempo de permanência da carne no 

processamento, pode levar também a um descumprimento de procedimentos 

sanitários operacionais (PSO), decorrente de deficiência operacional e 

desuniformidade de matéria prima. 
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As taxas mundiais de condenação de carcaças de aves variaram de 0,41 a 

4,13 %, e no Brasil chegam até 8,97 %, porcentagens superiores à média mundial 

(OLIVEIRA et al., 2016). Uma das principais causas dessas condenações é devido a 

contaminação microbiológica, que provém tanto das aves vivas como por 

incorporação em alguma fase do abate. Os microrganismos que entram nas plantas 

de abate com os frangos, são contaminantes potenciais dos equipamentos, o que 

pode resultar na contaminação cruzada das carcaças à medida que essas se 

movem pela fábrica (DEPNER, 2015; OLIVEIRA et al., 2016).  

Surtos de doenças alimentares são um problema de saúde pública, 

causando anualmente 600 milhões de doenças e 420.000 mortes em todo o mundo 

(WHO, 2015). Salmonella spp., Campylobacter spp. e Listeria spp. estão entre os 

principais patógenos causadores de doenças transmitidas por alimentos, sendo os 

principais fatores de risco o manejo e o consumo de frango cru ou mal cozido e 

outras carnes, leite cru e águas contaminadas (AHMED et al., 2018). 

Os alimentos de origem animal, com destaque para as aves, são os maiores 

responsáveis pela disseminação de microrganismos causadores de toxinfecções 

alimentares (ENDERSEN et al., 2014; MAHAMI et al., 2019; ROUGER; TRESSE; 

ZAGOREC, 2017). Os principais patógenos encontrados são Staphylococcus 

aureus, Campylobacter spp., Salmonella spp., Listeria monocytogenes e Escherichia 

coli  (AHMED; HIREMATH; JACOB, 2016b; JAMES; PRUCHA; BREWER, 1993; 

SILVA, 1998). Microrganismos deteriorantes também podem estar presentes 

diminuindo a shelf-life de produtos avícolas in natura e dessa forma, impactar 

negativamente nos lucros. 

Como as carnes de frango são armazenadas em ambientes refrigerados, o 

crescimento de bactérias mesófilas normais é desacelerado. Porém o crescimento 

de psicrófilos e psicrotróficos, como Acinetobacter e Pseudomonas spp. torna-se 

uma preocupação. Quando atingem cerca de 107 unidades formadoras de 

colônias/cm2, os carboidratos disponíveis na carne são consumidos e uma vez 

esgotados, a bactéria começa a consumir os aminoácidos, produzindo odores 

característicos da deterioração (BLEVINS et al., 2018). 

A contagem de bactérias aeróbias mesófilas tem sido usada como indicador 

de qualidade, determinando se a limpeza, a desinfecção e o controle de 

temperaturas durante os processos industriais foram realizados de forma adequada, 

além de fornecer informações sobre a vida útil do produto. A presença de bactérias 
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do grupo coliformes indica contaminação de origem ambiental e fecal nos produtos, 

já a presença de alto número de bactérias do grupo dos coliformes termotolerantes 

em alimentos é indicativo da presença de patógenos intestinais (FRANCO; 

LANDGRAF, 2002; GILL, 1998).  

As práticas descritas na literatura são o refile, lavagem de carcaças, 

rinsagem com água quente, pasteurização por vapor, cloro e derivados, ácidos 

orgânicos (lático, acético, cítrico, fumárico), sorbatos e benzoatos,  fosfato trisódico 

(TSP), bactericidas (nisina), culturas starter (lactobacilli e lactococci), peróxido de 

hidrogênio, ozônio, pressão hidrostática, irradiação gama, eletricidade por campo 

pulsado, energia ultrassônica e luz ultra-violeta (ANDERSON et al., 1977; BOLDER, 

1997; DEPNER, 2015; HUGAS; TSIGARIDA, 2008). 

Uma prática tradicional utilizada na remoção da contaminação 

gastrointestinal visível é o refile, em que as carcaças contaminadas têm suas partes 

afetadas cortadas e condenadas. Além das perdas econômicas advindas da 

depreciação das carcaças que deixam de ser comercializadas inteiras, o processo 

envolve diversos operadores, que devem estar altamente instruídos para a 

identificação correta das contaminações e evitar contaminação cruzada. Outro 

método implementado em países como Brasil, Estados Unidos, Canadá e Europa é 

o emprego do sistema de lavagem por meio de bicos aspersores para remoção da 

contaminação presente nas superfícies internas e externas das carcaças, como 

alternativa à prática do refile, sendo considerada superior tanto no aspecto 

microbiológico quanto operacional (BRASIL, 2011; DEPNER, 2015; STEFANI et al., 

2011).  

Nos Estados Unidos e na União Europeia, a utilização de produtos químicos 

em carcaças de aves ou de bovinos são permitidos, tais como o hipoclorito de sódio, 

ozônio e ácido lático. A legislação americana permite o uso de concentrações 

superiores a 20 ppm de cloro na água comum e 50 ppm na água do chiller; soluções 

de até 5 % de ácido lático para uso em carcaças de frango após o pré-resfriamento; 

e utilização de ozônio para todos os produtos de carne de frango (U.S.A., 2016; 

COMISSÃO, 2013). Já a comunidade europeia regulamenta o uso de solução de 

ácido láctico, de 2 a 5% e níveis de cloração de até 5 ppm de cloro livre na água do 

chiller (COMISSÃO, 2013; EFSA, 2011).  

Apesar do uso desses sanitizantes na indústria de carne de aves estar 

regulamentado, poucos estudos são realizados a respeito dos efeitos do seu uso 
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sobre as características de qualidade da carne. Sabe-se que a exposição 

prolongada ao gás ozônio em concentrações mínimas de 1 ppm pode provocar 

dores de cabeça e irritação no sistema respiratório do manipulador (NRC, 1995). Em 

relação ao uso de ácidos orgânicos, uma potencial desvantagem é a possível 

descoloração temporária ou permanente da carne de frango, dependendo da 

concentração, tempo e temperatura de aplicação (TOLDRÁ, 2009). O uso de TSP 

apresenta eficiência específica para bactérias da família Enterobacteriaceae e pouco 

efeito para outras bactérias psicrotróficas, havendo a necessidade de utilização de 

vários agentes para uma redução mais eficiente dos microrganismos da superfície 

das carcaças (MORSHEDY; SALLAM, 2009). 

Dentre os sanitizantes mencionados, o cloro é um dos agentes mais 

utilizados nos processos de descontaminação de carcaças, tendo seu efeito 

comprovado por pesquisas (LI; YANG; SWEM, 2002; PANG; YUK, 2018). Em 

contrapartida, a utilização desse composto é limitada quando a carne se destina à 

exportação para União Europeia, pois este mercado tolera a utilização de cloro a no 

máximo 5 ppm, devido a possibilidade da oxidação do cloro produzir agentes 

cancerígenos. Do mesmo modo, a utilização da lavagem das carcaças com água 

ativada eletroquimicamente ou água eletrolisada é limitada, pois possui alta 

concentração de ácido hipocloroso (RUSSEL, 2007).  

No Brasil não é permitido a utilização de qualquer adjunto ou composto 

descontaminante no processamento de abate das aves, sendo utilizado somente 

cloração da água de no máximo 1 ppm de cloro livre e a água de renovação dos 

resfriadores até 5 ppm (BRASIL, 1998). Dessa forma, estudos que busquem o 

desenvolvimento e aplicação de novos sanitizantes são fundamentais para atrair a 

atenção dos órgãos de regulamentação do Brasil sobre a necessidade de mudanças 

e adesão de novos procedimentos para diminuição dos prejuízos na produção de 

frangos. Pesquisas sobre agentes antimicrobianos naturais, como os soforolipídios, 

são de grande relevância para a tentativa de melhorias no produto, tanto na questão 

de redução da carga microbiológica e aumento da vida de prateleira, como também 

a redução dos custos de produção. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 MATERIAIS 

 

4.1.1 Microrganismos  

 

O microrganismo utilizado na produção de soforolipídios foi a levedura 

Candida bombicola ATCC 22214, obtida da American Type Culture Collection 

(ATCC), Manassas, USA. Para os testes antibacterianos foram utilizadas bactérias 

isoladas de carcaças de frango cedidas pela empresa JBS Foods – Abatedouro Big 

Frango: Salmonella spp., Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Listeria 

monocytogenes. As cepas de Campylobacter jejuni ATCC 33560 e Clostridium 

perfringens ATCC 3623 foram cedidas pelo Departamento de Ciência e Tecnologia 

de Alimentos e Departamento de Microbiologia da Universidade Estadual de 

Londrina.  

 

4.1.2 Meios de Cultura  

 

4.1.2.1 Preservação, ativação e pré-Inóculo da C. bombicola 

 

Meio de preservação em g/L: glicose 10, extrato de levedura 3, peptona 5, 

extrato de malte 3 e ágar 20.  

Meio de ativação em g/L:   glicose 100, extrato de levedura 10 e ureia 1.  

Meio de pré-inóculo em g/L: glicose 77,5, extrato de levedura 2,5 e ácido 

oleico 75 (MINUCELLI et al., 2017). 

 

4.1.2.2 Fermentações 

 

A composição do meio para as fermentações em g/L: glicose77,5, extrato de 

levedura 2,5 e  ácido oleico 75, seguido de pulsos de 20 g/L de ácido oleico a cada 

48 h até 192 h e adição de 90 g/L de glicose em 144 h e 192 h (FELSE et al., 2007; 

MINUCELLI et al., 2017).  
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4.1.2.3 Meios da atividade antibacteriana 

 

Para C. perfringens foi utilizado o meio Infusão de Cérebro e Sangue (BHI) 

caldo e ágar (Oxoid®); para C. jejuni o meio Tioglicolato (TC) caldo e ágar (Oxoid®); 

e as demais bactérias S. aureus, L. monocytogenes, Salmonela e E. coli foram 

crescidas em meio Müeller-Hinton (MH) caldo e ágar (Oxoid®). 

 

4.1.2.4 Meios do teste de citotoxicidade 

 

A linhagem celular utilizada HepG2 / C3A de hepatoma humano obtida no 

banco de células da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) foi cultivada em 

meio Dulbecco MEM suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco). 

 

4.2 MÉTODOS 

 

4.2.1 Preservação, Ativação e Pré-inóculo da C. bombicola 

 

A levedura foi mantida criopreservada em 25% glicerol à - 80 ° C (GAO et 

al., 2013). A manutenção da cepa foi realizada em placas de Petri, sendo os 

repiques realizados a cada quatro semanas e mantidos sob refrigeração à 4 ºC. A 

ativação ocorreu em frascos Erlenmeyers de 125 mL com 25 mL de meio adicionado 

de 2 alças de platina com o microrganismo, sendo incubadas em shaker à 30 º C, 

150 rpm por 24h. O pré-inóculo consistiu na transferência de 10% (v/v) do meio de 

Ativação para novo frasco Erlenmeyer de 250 mL com 50 mL de meio por 48h nas 

mesmas condições descritas.  

 

4.2.2 Produção de Soforolipídios 

 

Para a produção de SL, três fermentações foram realizadas à 30 ºC, inóculo 

padronizado a 10 % (v/v) por 288 h. Fermentações 1 e 2 em frascos Erlenmeyers de 

500 mL com volumes operacionais de 50 e 100 mL, respectivamente, a 150 rpm e 

sem controle de pH. Fermentação 3 em biorreator com capacidade máxima de 5 L 

(FerMac 320 - Electrolab Biotech Ltda), volume operacional de 3,5 L, a 450 rpm, 1 

vvm e pH controlado em 3,5. As fermentações foram acompanhadas pela coleta de 
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amostras, as quais foram interrompidas por centrifugação a 9956 x g por 15 min. Do 

precipitado foi avaliada a biomassa e do sobrenadante quantificado SL e consumo 

de substratos.  

 

4.2.3 Extração e Quantificação dos Soforolipídios 

 

A biomassa foi lavada três vezes com acetato de etila na proporção de 1:1 

(v/v) para remoção de impurezas. O sobrenadante foi submetido a extração líquido-

líquido com acetato de etila (1:1) e rotaevaporado. A fração obtida foi submetida a 

nova extração em funil de separação com solução metanol água 4:1 (v/v) e hexano 

(v/v) nas proporções de 1:1 (v/v), afim de se obter o SL bruto retido na fração 

metanólica e remover as impurezas lipídicas presentes na fase hexânica. Após 

secagem do metanol, o SL bruto foi submetido à três extrações com acetato de etila 

e água (3:1) por 40 minutos à 4 ºC para eliminação de possíveis açúcares residuais 

na fase aquosa.  

O SL foi seco em estufa até eliminação completa do solvente e liofilizado 

(MINUCELLI et al., 2017). As quantificações dos soforolipídios foram realizadas por 

gravimetria (MINUCELLI et al., 2017) e por cromatografia líquida de alta eficiência 

(CLAE) em comparação com o padrão 1',4"-sophorolactona 6', 6"–diacetato (Sigma 

Aldrich, USA), utilizando detector de arranjo de iodo, utilizando coluna Shim-pack 

CLC-ODS(M)® C18 da Shimadzu (4,6 x 250mm; 4,6mm; 12nm) e fase móvel em 

gradiente composto por 30% de acetonitrila e 70% de água por 5 minutos, 

aumentando para 80% de acetonitrila e 20% de água por 50 minutos (HU; JU, 2001; 

WADEKAR et al., 2012). 

 

4.2.4 Crescimento Microbiano e Consumo de Substratos 

 

Para acompanhamento da biomassa, o pellet formado da centrifugação foi 

ressuspenso em 5 mL de água destilada, secos em estufa à 100 º C e determinado o 

peso seco por gravimetria (MINUCELLI et al., 2017). A glicose e o ácido oleico 

residuais foram quantificados para determinar o consumo desses substratos pelo 

microrganismo durante e ao final da fermentação. A glicose residual foi quantificada 

pelo método de Somogyi-Nelson (NELSON, 1944; SOMOGYI, 1945), a partir do 
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sobrenadante. O ácido oleico foi quantificado por gravimetria, a partir da extração 

com hexano. 

 

4.2.5 Atividade Antibacteriana dos Soforolipídios 

 

4.2.5.1 Concentração inibitória mínima  

  

Foi realizada pelo método de microdiluição em caldo em placas de 96 poços 

(documentos M07-A9 e M11-A6 do CLSI, 2012). As concentrações de SL testadas 

foram de 15,6 a 2.000 g/mL para bactérias Gram-positivas e de 78,1 a 10.000 

g/mL para bactérias Gram-negativas. Para o ácido lático (LA) (Labsynth®) as 

concentrações foram de 0,04% a 5% para todas as bactérias. Meio contendo apenas 

SL ou LA foram utilizados como controles. 

As bactérias foram preservadas em BHI (25% de glicerol a - 80 ° C). L. 

monocytogenes, S. aureus, E. coli e Salmonella spp. foram ativadas em meio MH à 

37 ºC por 24 h; C. perfringens em BHI em anaerobiose (Anaerocult® Merck) e C. 

jejuni em TC em microaerofilia (Microaerobac® Probac) à 42 ºC por 48 h.  As células 

bacterianas foram ajustadas a 0,5 da escala McFarland (1,5 x 108 UFC/mL) e essas 

suspensões diluídas à 5.0 x 105 UFC/poço, sendo tratadas com  as diferentes 

concentrações de SL e LA, incubadas à 42 °C por 48h para C. perfringens e C. jejuni 

e à 37 ºC por 24 h para as demais bactérias. 

 Após o período de incubação, alíquotas de 10 L dos poços foram 

plaqueadas em ágar nutriente e incubadas por 24 h, sendo os resultados avaliados 

visualmente. A CIM foi definida como a menor concentração de agente 

antimicrobiano que inibiu o crescimento bacteriano em comparação com o controle 

após plaqueamento. 

 

4.2.5.2 Teste de Checkerboard   

 

Para avaliar os efeitos antibacterianos da interação do SL com LA foram 

realizados testes de microdiluição em duplo gradiente, utilizando placas de 96 poços 

com as concentrações dos antibacterianos variando da CIM à oito diluições seriadas 

duplas. A preparação das bactérias foi realizada com a mesma metodologia do teste 

da CIM. A concentração fracionada inibitória (FIC) de cada composto foi 
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determinada pela razão entre a CIM do antibacteriano individual e a CIM do 

composto em combinação. A classificação da interação foi baseada nos seguintes 

parâmetros: FICI ≤0.5: sinergismo; 0.5 < FICI ≤1: aditismo, 1 < FICI <4: indiferente e 

FICI ≥4: antagonismo (CHIN; WEITZMAN, 1997). As interações entre os compostos 

foram analisadas pelo Índice da Concentração Inibitória Fracionada (FICI), utilizando 

a seguinte equação:  

 

∑FICI= FICSL + FICLA 

 

∑FICI= (CIM do SL em combinação) / (CIM do SL) + (CIM do LA em combinação) / 

(CIM do LA) 

 

4.2.5.3 Curva de crescimento e morte bacteriana 

 

Foram realizadas curvas para L. monocytogenes, S. aureus e C. perfringens 

em placas de 96 poços, de acordo com o documento M-26A do CLSI (2012). Quatro 

condições foram avaliadas: (1) bactérias tratadas com SL, (2) bactérias tratadas com 

LA, (3) combinação dos antibacterianos e (4) controle. As concentrações do SL e LA  

foram baseadas no CIM, e para a combinação foram utilizadas as concentrações de 

FIC. As bactérias foram ajustadas a 0,5 da escala McFarland e incubadas à 106 

UFC/mL. Para L. monocytogenes e S. aureus, as curvas foram construídas em oito 

tempos (0, 2, 4, 6, 8, 10, 12 e 24h) à 37 ºC. Para C. perfringens, a curva de 

crescimento foi a cada 12 h por 48 h (42 ºC). Alíquotas de 10 L das culturas 

tratadas e não tratadas foram plaqueadas em ágar nutriente para quantificar as 

células viáveis (UFC/mL). (NCCLS, 1999).  

 

4.2.6 Citotoxicidade  

 

O ensaio de citotoxicidade do SL foi realizado em triplicata por teste com  

Resazurina (7-hidroxi-10-óxido-fenoxazina-10-ium-3-ona) em placa de 96 poços. A 

linhagem celular utilizada foi HepG2 / C3A foi cultivada em frascos contendo DMEM 

suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco) à uma densidade de 2 x 104 

células/poço por 24 h à 37 °C, 5% de CO2 e 95% de humidade relativa. Após esse 

período de incubação, o meio foi removido e substituído por novo com diferentes 
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concentrações de SL (250, 125, 62,5, 31,25, 15,62 μg/mL). O DMSO foi utilizado 

como solvente de solubilização (concentração final de 0,2%) e testado como 

controle veículo. Após 24 h de tratamento, o sobrenadante foi descartado, as células 

foram lavadas com solução salina tamponada de fosfato e a Resazurina foi 

adicionada a uma concentração final de 60 μM por poço. As células foram incubadas 

a 37 ºC durante 3 h e a fluorescência lida com VICTOR 3 (Perkin Elmer) a 530-560 

nm de excitação e 580-600 nm de emissão (AQUINO et al., 2013). 

 

4.2.7 Microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

 

Foi utilizada para observar a morfologia celular de L. monocytogenes e S. 

aureus com os tratamentos SL, LA e SL + LA. As bactérias foram cultivadas em ágar 

MH  por 24h à 37 ºC e ajustadas à 0,5 da escala McFarland (1,5 x 108 UFC/mL). 

Inóculos de 500 µL foram combinados com 500 µL de meio MH (controle), meio MH 

+ SL, meio MH + LA e meio MH + SL + LA.  

As concentrações dos tratamentos foram baseadas nos resultados obtidos 

no MIC e FIC, e o tempo de incubação foi de 5 h à 37 ºC para todos tratamentos. Os 

cultivos foram centrifugados três vezes a 4500 rpm por 15 min com tampão fostato-

salino. O pellet foi ressuspenso no fixador 2,5 % de glutaraldeído em tampão 

cacodilato de sódio 0,1 M (pH 7,2) e 20 L foram transferidos para lamínulas de 

vidro previamente revestidas com poli-L-lisina (Sigma-Aldrich). 

 Cada lâmina foi fixada com 2, 5 % de glutaraldeído em tampão cacodilato 

de sódio 0,1 M (pH 7,2) por 20 h, seguido de pós fixação em OsO4 a 1% por 30 

minutos. Amostras fixadas foram desidratadas em gradiente de etanol (30, 50, 70, 

90 e 100%) e secas pelo método do ponto crítico usando CO2 (BALTED CPD 030 

Critical Point Dryer). As lâminas foram revestidas com ouro (BALTED SDC 050 

Sputter Coater) e observadas em MEV (FEI Quanta 200) (ZHANG et al., 2016b). 

 

4.2.8 Análise Estatística 

 

A análise estatística dos dados foi realizada utilizando o Software R (R 

CORE TEAM, 2016). Os dados de produção de SL foram avaliados por análise de 

variância (ANOVA), sendo os pressupostos do modelo, homogeneidade de variância 

e normalidade dos erros, verificados segundo teste de Bartlett (BARTLETT, 1937) e 
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teste de Shapiro-Wilk (SHAPIRO; WILK, 1965). Para o teste de comparação de 

médias foi utilizado o teste de Tukey (p<0,05). A concentração inibitória de 50 % 

(IC50), referente ao teste de citotoxicidade do SL, foi estimado com uso do pacote 

NPLR de regressão logística (COMMO; BOT, 2016). 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Os resultados obtidos neste trabalho estão apresentados em forma de artigos. 

 

 Artigo 1: Production of sophorolipids by Candida bombicola and its 

application against Clostridium perfringens and Campylobacter jejuni (ANEXO A). O 

artigo foi submetido à revista Preparative Biochemistry & Biotechnology, sendo as 

normas apresentadas no link: 

 
<https://www.tandfonline.com/action/authorSubmission?journalCode=lpbb20&page=i
nstructions> 
 
 Artigo 2: Antibacterial properties of sophorolipids and lactic acid against 

poultry pathogens (ANEXO B). O artigo será submetido à revista Food Control, 

sendo as normas apresentadas no link: 

<https://www.elsevier.com/journals/food-control/0956-7135/guide-for-authors>  
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6 CONCLUSÕES 

 

 As produções de soforolipídios foram 71,98; 50,63 e 69,83 g/L correspondendo às  

produtividades 0,25; 0,18 e 0,24 g/L.h-1 nas fermentações em Erlenmeyer com 50 

mL e 100 mL e em biorreator com 3,5 L, respectivamente. 

 

 Os consumos de glicose e ácido oleico aumentaram progressivamente com o tempo 

de fermentação, atingindo 78,97 e 87,04 g/L em 50 mL, 80,88 e 94,03 g/L em 100 

mL e 93,89 e 72,21 g/L em biorreator em 288 h. 

 

 Em comparação ao padrão 1',4"-Sophorolactone 6',6"-diacetate, pela análise de 

HPLC, a composição formada do SL foi 95 % lactônica. 

 

  Os soforolipídios produzidos tiveram ação contra L. monocytogenes, S. aureus, C. 

perfringens e C. jejuni em menos de 24 horas, sendo  que para essas  duas últimas 

bactérias não existem relatos bibliográficos.  

 

 O ácido lático inibiu o crescimento de todas as bactérias testadas e a combinação 

com os soforolipídios resultou em uma interação aditiva, reduzindo  pela metade o 

valor de CIM. 

 

 As imagens da microscopia eletrônica de varredura demonstraram alterações 

morfológicas nas células de S. aureus e L. monocytogenes após tratamentos com 

soforolipídios, ácido lático e a combinação de ambos. 

 

 O teste de citotoxicidade dos soforolipídios realizado em células HepG2 demonstrou 

que concentrações ≥ 62,5 g/mL reduziram de forma significativa a viabilidade 

celular e o IC50 calculado foi de 58, 97 g/mL. 

 

 O tratamento combinado de soforolipídios com ácido lático demonstrou grande 

viabilidade de aplicação, uma vez que garante eficácia antibacteriana em 

concentrações abaixo do valor de citotoxicidade encontrado. 
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 Dessa forma, o presente trabalho demostrou a viabilidade de produção de 

soforolipídios e ação antimicrobiana contra bactérias contaminantes da carne de 

frango, sugerindo um potencial inovador para aplicação como sanitizante na 

indústria avícola. 
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Abstract  

 

The increasing environmental awareness associated with the growing cases of multi-drug 

resistant bacteria led to a search for antimicrobial alternatives. Sophorolipids are glycolipids 

with desirable properties to a broad range of industrial applications, highlighting its potential 

antimicrobial activity. The objective of this research was to produce sophorolipid from 

Candida bombicola and evaluate its antimicrobial activity individually and combined with 

lactic acid against Clostridium perfringens and Campylobacter jejuni. Results showed that the 

highest production and productivity of sophorolipid were 71.98 g/L with 0.25 g/L.h-1, 

predominantly 95 % of lactonic form. Sophorolipid and lactic acid were capable of 

eradicating C. perfringens and C. jejuni and the interaction of these compounds reduced in 

50% the required concentration to this inhibition. The antibacterial efficacy was tested for 48 

h of incubation with sophorolipids, lactic acid and interaction of these compounds on C. 

perfringens, resulting in total eradication after 24 h for all treatments. Our study achieved 

good lactonic sophorolipid production, which was capable of eradicating C. perfringens and 

C. jejuni after 24 h. 

 

 

Keywords: Biosurfactant, chicken pathogens, antibacterial, fermentation, foodborne disease, 

lactic acid 
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Introduction  

 

The increasing environmental awareness in the last decades led to a search for 

alternatives to the synthetic surfactants obtained from chemical and petrochemical sources. 

Biosurfactants are biologically synthesized surface-active agents produced as metabolic by-

products and have gained great attention and interest by the green market because of the many 

advantages over the chemical derivatives, such as biodegradability and ecological nature, low 

toxicity, high selectivity due the presence of specific functional groups and good efficiency 

under extreme environmental conditions of temperature, pH and salinity, which makes them 

suitable for a wide range of industrial applications [1,2]. It has been observed a substantial 

growth in the production of biosurfactants worldwide. In 2013, production reached 344,068 

tons and it is expected to increase to 476,512 tons still in year [3].  

One of the most promising class of biosurfactants is the sophorolipids (SL), the non-

toxic microbial glycolipids with desirable biological and physical-chemical characteristics to 

a broad range of industrial and biotechnological applications. SL is produced by a variety of 

microorganisms, highlighting the use of Candida bombicola, due its high yields and 

Generally Recognized as Safe (GRAS) status. It is composed of a sophorose disaccharide (O 

β-D-glycopyranosyl-2→1-β-D-glycopyranose) bound to a terminal or sub-terminal fatty acid 

length typically with 16-18 carbons [4]. During the production process, many different 

congeners are formed, but two common structures described are the lactonic (ester) and acidic 

(carboxyl) groups. In the first form, the fatty acid is joined by an ester bound to the second 

glucose monomer, giving a close ring structure (Figure 1a), while in the acidic form, the fatty 

acid is only linked to one glucose monomer, presenting an open structure (Figure 1b). SL may 

also vary in terms of acetylation degree of the sophorose head and unsaturation of the fatty 

acid moiety [5,6].  
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SL applications are widely documented in the most diverse areas, such as detergents 

and low foaming agents in cleaning products, cosmetic components in anti-dermatitis and 

fibroblasts regeneration, bioremediation, anti-spermicidal and anti-cancer activity and also a 

growing attention has been directed to its antimicrobial properties [7–11], because of the need 

to find alternative compounds to deal with the increasing cases of resistant bacteria to the 

conventional drugs. SL antimicrobial and anti-biofilm activity has been described to a variety 

species of Gram-positive and Gram-negative bacteria and fungi [12–15]. Although, its action 

against Clostridium perfringens and Campylobacter jejuni has never been  reported. 

 Clostridium perfringens is an anaerobic Gram-positive bacteria highly associated 

with foodborne diseases. It causes necrotic enteritis in chicken and other animals and severe 

gastroenteritis in humans, which is often linked to the consume of cooked meat and poultry 

products. Contaminated chicken products are recognized as the main source of this type of 

infection, highlighting a potential public health threat and significant economic losses to the 

chicken producers [16,17].  

Campylobacter spp. is a microaerophilic Gram-negative bacteria considered the most 

common cause of human gastrointestinal worldwide [18]. Its typically found in intestinal tract 

of food producing animals and human exposure normally occurs through the consumption of 

meat products, in particular raw or undercooked poultry meat [19]. In chicken, 

Campylobacter may colonize its gastrointestinal tracts in an asymptomatic form, which 

increase concerns about  the spread of this microorganism during production and processing, 

resulting in contamination of both live animals and processed carcasses [20]. Campylobacter 

resistant strains to commonly used antimicrobials in the poultry industry have also been 

described [19].  

Therefore, considering the properties of the sophorolipids that ensures great 

industrial application, this work aimed to produce SL of Candida bombicola and test their 
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antibacterial activity against Clostridium perfringens and Campylobacter jejuni, for potential 

use as an alternative antimicrobial agent in the poultry industry. 

 

Experimental 

Sophorolipids Production  

Strain and preservation  

 

The strain Candida bombicola ATCC 22214 (synonym: Starmerella bombicola) was 

obtained from American Type Culture Collection (ATCC), Manassas, USA. The yeast was 

maintained cryopreserved in stock solutions containing 25 % (v/v) glycerol at – 80 °C. C. 

bombicola was subcultured every 4 weeks in Yeast Malt (YM) agar Petri plates (in g/L: yeast 

extract, 3; malt extract, 3; peptone, 5; glucose, 10 and agar, 20) and kept under refrigeration 

[21]. 

 

Inoculum conditions and sophorolipid fermentation 

 

First, a loopful of C. bombicola cells were activated in a medium containing g/L: 

glucose, 100; yeast extract, 10 and urea, 1 for 24 h, 150 rpm and 30 °C. After, 10 % (v/v) was 

collected from the previous medium and added to a new flask containing g/L: glucose, 77.5; 

yeast extract, 2.5 and oleic acid, 75 48 h, 150 rpm and 30 °C [9]. Three fermentations were 

conducted in this study. Fermentation 1 and 2 were run in 500 mL shake-flasks containing 

different operational volumes of 50 and 100 mL, respectively. The conditions were 10 % seed 

medium, 150 rpm, 30 ºC, no pH control, for 288 h. Fermentation 3 was performed in a 5 L 

bioreactor (FerMac 320 - Electrolab Biotech Ltda), 3.5 L operational volume, 10 % (v/v) seed 

medium, 30 °C, 450 rpm, 1 vvm, pH control in 3.5 for 288 h. All fermentations started with 
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the same initial medium compostion: g/L: glucose, 77.5; yeast extract, 2.5 and oleic acid, 75, 

followed by sequential additions of 20 g/L of oleic acid each 48 h until 192 h and two glucose 

pulses (45 g/L) at 144 h and 192 h  [22].   Samples were taken during fermentation to evaluate 

the SL production, biomass growth and consumption of substrates.  

 

Sophorolipid extraction and determination  

 

At the end of fermentations, the broth was centrifugated and submitted to a  liquid-liquid 

extraction with ethyl acetate. The solvent was removed by rota-evaporation and the obtained 

phase washed with hexane and methanol to remove the remaining hydrophobic substances. 

After drying the methanol, sophorolipid was subjected to another extraction with water and 

ethyl acetate (3: 1) for 40 minutes at 4 ° C, repeated three times, to eliminate the residual 

sugars. The crude sophorolipids were rotaevaporated, lyophilizated and determined by 

gravimetric method [9]  and by HPLC (Shimadzu) with UV detector (207 nm) and C18 

column (Shimadzu, 4,6 x 250 mm; 4,6 m particle size; 12 nm pore size) using gradient 

elution. Initially, acetonitrile:water (30:70) was used for 5 min, increased to acetonitrile: water 

(80:20) for 50 min. The flow rate was 0.5 mL/min and injection volume was 20 μL [6,23]. 

1',4"-Sophorolactone 6',6"-diacetate (Sigma Aldrich) was used as sophorolipid standard for 

comparison. This SL was used for determining the antibacterial activity.  

 

Determination of biomass, lipid and sugar consumption 

 

Biomass was monitored by estimation of cell dry weight [24]. Glucose and lipid 

residual substrates were quantified to determine the consumption by the microorganism 

during and at the end of fermentation. Residual glucose was quantified by the Somogyi-

Nelson method [25,26] from the supernatant. Residual oleic acid was quantified by 

gravimetry from the hexane extraction. 
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Antibacterial test 

Bacteria  

 

The antibacterial activity was tested against Clostridium perfringens ATCC 3623 and 

Campylobacter jejuni ATCC 33560. Strains were preserved in Brain Heart Infusion (BHI – 

Oxoid®) broth containing 25 % (v/v) glycerol at - 80 °C.  

 

Broth microdilution assay  

 

Minimum inhibitory concentrations (MIC) of SL and Lactic acid (LA) (Labsynth®) 

were determined in triplicate by the microdilution assay in 96-well plates [27]. Stock 

solutions 25% (w/v) of SL were solubilized in ethanol 100% and diluted with broth to reach 

the ranging concentrations from 0.007 % to 1% for C. jejuni and from 0.003 % to 0.2 % for C. 

perfringens. LA concentrations ranged from 5% to 0.04 % for both bacteria. C. perfringens 

and C. jejuni were first grown in BHI and Thioglycolate (TC) agar (Oxoid®), respectively, 

and incubated at 42 °C for 48 h in anaerobiosis for C. perfringens and in microaerophilic 

conditions for C. jejuni. Bacterial suspensions were adjusted to 1.5 x 108 CFU/mL (0.9% 

NaCl) using a 0.5 McFarland scale and diluted in broth to be plated at a density of 5.0 x 105 

CFU/well. After 48 h incubation at 42 °C, the optical density values were determined 

visually. MIC was considered as the lowest concentration of SL and LA that inhibits 

microbial growth visually in comparison with the positive control and minimum bactericidal 

concentration (MBC) as the lowest concentration that inhibits microbial growth after 

subculturing in agar plates.  
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Checkerboard assay 

 

To evaluate the antibacterial effects of SL combined with LA against C. perfringens 

and C. jejuni, triplicate assays of microdilution in double-antimicrobial gradient were used. 

The fractional inhibitory concentration index (FICI) was determined using a 96-well plate and 

calculated by the MIC of the compounds individually to eight serial twofold dilutions of SL 

and LA combined. The classification was made by the followed parameters: FICI ≤0.5: 

synergistic; 0.5 < FICI ≤1: additive, 1 < FICI <4: indifferent and FICI ≥4: antagonistic. The 

FICI (∑FICI) was determined using the following equation [28]:  

 

∑FICI= FICSL + FICLA 

 

∑FICI= (MIC of SL in combination) / (MIC of SL) + (MIC of LA in combination) / (MIC of 

LA) 

 

Survival curve  

 

The effect of SL and LA separately and in combination on the growth of C. 

perfringens was evaluated through a time-kill test [29]. The MIC of each compound and the 

FIC value of both antimicrobials were utilized in this growth study test. The bacteria was first 

incubated in BHI agar for 48 h at 37 ºC and adjusted to 0.5 on the McFarland scale for 

inoculation at a cell density of 106 CFU/mL. Aliquots of 20 mL were collected at different 

time points (0, 12, 24, 36 and 48 h), serially diluted in saline solution, plated on nutrient agar 

media and grown for 48 h at 37 ºC to determine the total CFU/mL.  
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Statistical analysis 

 

All data presented are based on the mean values of the experiments in triplicate. The 

SL production data were analyzed by ANOVA and the assumptions of normality (Shapiro-

Wilk) and homogeneity (Bartlett) of the model were evaluated. The difference among means 

was determined by Tukey's test (p <0.05). All tests were performed with the statistical 

software R version 3.4.1. 

 

Results and Discussion 

Sophorolipids production  

 

SL obtained from C. bombicola were analyzed through 3 different fermentations: 

Fermentation 1 and 2 were performed in shake flasks Erlenmeyers with operational volumes 

of 50 and 100 mL, respectively and Fermentation 3 was run in a bioreactor of 5 L with 3.5 L 

operational volume. The Kinect profiles of each fermentation are presented in Figures 2- 4. 

The composition medium used was the same for all production processes, combining glucose 

as hydrophilic carbon source and oleic acid, as lipid precursor. The highest SL production was 

obtained in Fermentation 1 reaching up 71.98 g/L with a productivity of 0.25 g/L.h. 

Fermentation 2 and 3 obtained  50.63 g/L and 69.83 g/L (Table 1), respectively. In 

comparison with Fermentation 1, Fermentation 3 only presented a 2.9 % variation in 

production and because of that was chosen to the antibacterial tests due to its superior volume. 

The same profile was shown in biomass growth, reaching a maximum of 21.41 g/L, 11.98 g/L 

and 23.49 g/L for fermentations 1, 2 and 3 at 288 h. 

Basically, the difference between the fermentations were the culture volume and 

probably the amount of dissolved oxygen in the medium. Thus, cultures with higher medium 
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volumes presented lower oxygenation. Oxygen supply is one of the most important 

parameters during the fermentation process. The yeast cells are very sensitive to oxygen 

limitation and good aeration conditions are important for sophorolipid production, as the 

cytochrome P450 monooxygenase uses molecular oxygen [4,30]. This could explain the 

differences in SL production, since Fermentation 1 received higher levels of oxygenation than 

Fermentation 2, which resulted in an increasing in SL formation. Besides the substantial 

volume used in Fermentation 3, a stirring rate of 450 rpm and an aeration system of 1 vvm 

were provided, ensuring a good level of oxygenation and therefore, a good SL production. 

The consumption of glucose and oleic acid increased progressively according to the 

fermentation time (Figure 2-4) and yield values were based on the conversion of the 

consumption substrates into product formation (sophorolipid + biomass) (Table 1).  

It is known that SL production begin in late stages of microbial cell growth, which 

typically nitrogen in the media is almost depleted. At this moment, SL production rate 

increases significantly, along with the consumption of the substrates [31]. As stated 

previously, oxygen mass transfer is a very important Kinect and start to decay in the last 

hours of fermentation because of the high viscosity of SL produced [32]. The production 

medium and the conditions stablished have influence in the SL structure formed, affecting 

directly the proportions of acidic and lactonic [33,34]. In our work, HPLC analysis showed 

that the produced SL, in comparison with the standard SL 1',4"-Sophorolactone 6',6"-diacetate 

(Sigma Aldrich), was composed of greater than 95% of lactonic form, which has been 

documented for having better lowering surface properties and antimicrobial activities than 

acidic structures [4,13].   
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Antibacterial test of SL 

 

In vitro antibacterial tests with SL were performed for the first time against C. 

perfringens and C. jejuni, achieving MIC values of 0.003 % and 1 %, respectively. SL 

mechanism of action involves destabilization or rupture in the cellular membrane, inducing 

the outpouring of their cytoplasmic contents [13,35]. It is also reported that SL have better 

bactericidal effect for Gram-positive strains than Gram-negative, due to the differences in 

cell-wall structure [36]. Gram-negative bacteria have two cell membranes structures, which 

makes this envelope more complex to SL interact than Gram-positive strains that only possess 

one membrane layer.  

Tests with LA investigated the bacteria sensibility to this compound individually and 

in combination with SL. MICLA was 0.07 % for both bacteria and the combined treatment 

(MICSL+LA) used ½ MIC concentration of each, representing an additive interaction (FICI 

0.93). The use of organic acids, such as lactic acid, in the poultry industry is very common. 

They are effective, cheap and Generally Recognized as Safe (GRAS), with approved 

regulation to be used in animal carcasses at concentrations upon 5 % [37]. Although, the use 

of organic acids may change some sensory aspects of the product (color and flavor) [37]. 

Therefore, the SL association with LA could be advantageous, because of the lower 

concentration achieved in combination, thus resulting in less impacting in sensory 

characteristics and toxicity for the product and consumer, with the same antimicrobial 

efficacy. 

A time-kill curve test was also performed to evaluate the effects of SL, LA and the 

combination of both antimicrobials in the growth of C. perfringens. The results are shown in 

Figure 5. Hence, it is possible to observe that after 24 h, all treatments were capable of 

eradicating C. perfringens populations.  
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Conclusions 

 

Our study achieved good SL production results in all fermentations, reaching a 

maximum SL of 71.98 g/L in Erlenmeyers flasks and in bioreactor with 69.83 g/L. The 

substrates employed synthetized a majority 95 % lactonic form sophorolipid, which was 

capable in eradicating C. perfringens and C. jejuni populations in concentrations of 0.003 % 

and 1 % after 24 h incubation.  The combined treatment of sophorolipid with lactic acid 

presented an additive interaction, reducing by half the compounds concentrations, 

demonstrating that SL produced from C. bombicola could be an alternative for industrial 

applications as an innovative antimicrobial agent. 
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Figure 1a. Lactonic sophorolipid structures  

 

 

Figure 1b. Acidic sophorolipid structures  

 

 

Figure 2. Consume of glucose and oleic acid, biomass and sophorolipid production by C. 

bombicola in Fermentation 1 (50 mL), 30 ºC, 150 rpm for 288 h. 
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Figure 3. Consume of glucose and oleic acid, biomass and sophorolipid production by C. 

bombicola in Fermentation 2 (100 mL), 30 ºC, 150 rpm for 288 h. 

 

 

Figure 4. Consume of glucose and oleic acid, biomass and sophorolipid production by C. 

bombicola in Fermentation 3 (bioreactor), 30 ºC, 450 rpm, 1 vvm, for 288 h. 
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Table 1. Production, productivity and yield of sophorolipids by Candida bombicola in 

Fermentations 1 (50 mL), 2 (100 mL) and 3 (bioreactor) for 288 h  

Fermentation 

Production  

(g/L) 

Productivity  

(g/L.h) 

SLp/s Yield*  

(g/g) 

1 71.98 (± 0.352)a 0.25 (± 0.01)a 0.62 (± 0.02)a 

2 50.63 (± 1.365)c 0.18 (± 0.04)c 0.36 (± 0.07)c 

3 69.83 (± 0.418)b 0.24 (± 0.01)b 0.56 (± 0.02)b 

Mean in triplicate ± standard deviation. Means followed by equal letters in columns did not differ by Tukey's test, (p≤0.05). 

 
*Yields (g/g) were calculated based on the total amount of consumed substrate and product was considered as SL production and biomass. 

 

 

 

Figure 5. Time-kill assay of Clostridium perfringens in treatment absence (Control), lactic 

acid (LA), sophorolipid (SL) and combination of both (SL + LA). 
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Abstract  

 

Food from animal source, especially poultry products, are the main responsible for 
the spread of microorganisms that cause food poisoning. Considering the importance 
of finding alternatives for the control of these pathogens in the food industry,  the aim 
of this study was to evaluate the antimicrobial potential of the produced sophorolipids 
and/ or lactic acid against Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, 
Escherichia coli and Salmonella spp. Sophorolipids were capable of eradicating S. 

aureus  and L. monocytogenes at MIC values of 31.25 g/mL and 62.5 g/mL, 
respectively. Lactic acid inhibited completely the growth of all bacteria at 
concentrations from 0.15 % to 0.6 %. A combined affect with lactic acid presented an 
additive interaction for L. monocytogenes and S. aureus, reducing the MIC of each 
compound by half, at least. The time-kill test presented the progressive log-reduction 
over 24 h and showed complete inhibition of S. aureus populations at 10 h, 12 h and 
24 h with sophorolipid, lactic acid and combination, respectively. For L. 
monocytogenes, eradication was achieved at 12h with sophorolipid, 10 h with lactic 
acid and 12 h with combination. The cytotoxicity assay showed that concentrations ≥ 

62.5 g/mL were cytotoxicity for the HepG2 cells, therefore the combinatory 
treatment between sophorolipids and lactic acid represented a potential use of the 
compounds as a sanitizer in the poultry industry with antimicrobial efficacy and no 
cytotoxicity effects at the concentrations used. 
 
Keywords: Biosurfactant, Antimicrobial agent, cytotoxicity, Staphylococcus aureus, Listeria 
monocytogenes 
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1. Introduction  

 

Chicken meat is an important food commodity and production is forecast to 

reach up to 134.5 million tons until 2026, ensuring leadership among all types of 

meat production (Ahmed; Hiremath; Jacob, 2016a). The sector is controlled by the 

top producers United States, Brazil and China (FAO, 2016), in which besides the 

huge number of profit, they have to deal with significant economic losses due to 

contamination. Food from animal source, especially poultry products, are the main 

responsible for the spread of microorganisms that cause food poisoning (Endersen et 

al., 2014; Mahami et al., 2019; Rouger; Tresse; Zagorec, 2017). Chicken meat is 

mainly infected by pathogens like Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, 

Escherichia coli O157: H7, Campylobacter and Salmonella species (Ahmed; 

Hiremath; Jacob, 2016a; James; Prucha; Brewer, 1993; Silva, 1988). Spoilage 

microorganisms may also be present, thus lowering the shelf-life and impacting 

negatively on the profits.  

Outbreaks of foodborne diseases are a public health issue, offering real 

hazard to the consumers health. The cases have increased over the recent decades, 

generating 600 million diseases and 420,000 deaths worldwide in 2010 (WHO, 

2015). Salmonella enterica., Campylobacter spp., E. coli O157:H7 and L. 

monocytogenes are the major pathogens involved in the history of foodborne 

outbreaks (Zhang et al., 2017). The principal factors associated are the management 

and consumption of raw or undercooked chicken or other meats, raw milk and 

contaminated water (Ahmed et al., 2018). Therefore, it is important to find 

alternatives for the control of these pathogens in the food industry. 

Numerous approaches on reducing or inactivating these microorganisms 

have been attempted, but usually involves chemical treatments. However, 

consumers concern about the use of synthetic compounds led to an increasing 

demand for novel environmentally friendly antimicrobials (Zhang et al., 2016b). 

Hence, the use of natural and bio-based active molecules such as biosurfactants, are 

becoming more attractive and of great interest. Biosurfactants are amphiphilic 

compounds and possess a lot of advantages over the chemical surfactants, such as 

specific action, good performance at extreme conditions, low toxicity and 

biodegradability (Diaz de Rienzo et al., 2015).  
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Sophorolipids (SL) is one of the most promising biosurfactants and has 

gained attention due to its biodegradability, high productivity and a vast potential 

applications. SL are extracellular glycolipids mainly produced by the yeast Candida 

bombicola and it is composed of a sophorose hydrophilic moiety linked to a fatty acid 

chain. This biosurfactant is produced as a mixture of lactonic and acid forms (Figure 

1) and also may differ on the unsaturation degree, chain length and hydroxylation 

position of the fatty acid, depending on the fermentation conditions and utilized 

substrates (Ribeiro et al., 2015). These structural differences in SL can result in 

changes in the physical-chemical and biological properties, which could impact their 

antimicrobial activity (Van Bogaert; Zhang; Soetart, 2011). Currently, because of the 

increasing environmental concern, SL have been extensively studied and 

documented about its potential replacement of conventional drugs, in special against 

Gram-positive bacteria (Dengle-Pulate, Chandorkar, Bhagwat, & Prabhune, 2014; 

Diaz De Rienzo et al., 2015; Solaiman, Ashby, & Uknalis, 2017; Zhang, Ashby, 

Solaiman, Uknalis, & Fan, 2016). 

Application of organic acids on meat surfaces is a common procedure, as 

they are cheap and effective. Lactic acid (LA) is a monocarboxylic acid found 

naturally in various fruits and fermented products. It is “generally recognized as safe” 

(GRAS) and FDA approved as an antimicrobial for application to animal carcasses (< 

5 % acid solution) (Mani-López; García; López-Malo, 2012). There are many reports 

on its antimicrobial activities against foodborne pathogens including E. coli O157:H7, 

L. monocytogenes, Salmonella typhimurium (De Oliveira et al., 2010; Dubal et al., 

2004; Kang; Song, 2018; Stanojevic-Nikolic et al., 2016).  

Although, the use of SL against foodborne pathogenic bacteria have been 

quantified, the application of SL directed to chicken meat pathogens have never been 

assessed. Similarly, limited data exist on the combined effects of SLs and lactic acid, 

which is one of the most common organic acids employed in the poultry industry. 

Therefore, the aim of this study was to investigate the antimicrobial potential of 

sophorolipids and lactic acid against the principal poultry pathogens isolated from 

chicken meat: S. aureus, L. monocytogenes, Salmonella spp. and E. coli in vitro.  
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2. Material and methods 

 

2.1 Bacteria and culture medium 

Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Salmonella spp. and 

Escherichia coli wild-types isolates from chicken meat of a local poultry industry. 

Stock cultures were stored in Brain Heart Infusion (BHI – Oxoid®) broth containing 

25 % glycerol at - 80 °C.  

 

2.2 Sophorolipids Production  

SL were produced by the yeast Candida bombicola ATCC 22214 

(Starmerella bombicola) in a 5 L bioreactor (FerMac 320 - Electrolab Biotech Ltda) 

containing 3.5 L fermentation medium (g/L): 77.5 glucose, 2.5 yeast extract and 75 

oleic acid, followed by pulses of 20 g/L oleic acid every 48h until 192h. Fermentation 

conditions were inoculum 10 % (v/v), 288 h, 30 °C, 450 rpm, 1 vvm and pH control in 

3.5. At the end, the broth was centrifugated and the supernatant submitted to a 

liquid-liquid extraction with ethyl acetate. The ethyl acetate was removed by rota-

evaporation and the obtained phase washed with hexane and methanol to remove 

the remaining hydrophobic substances. The crude sophorolipids were collected from 

the methanol phase, followed by rota-evaporation and lyophilization (Minucelli et al., 

2017).  SL was determined by HPLC (Shimadzu) with UV detector (207 nm) and C18 

column (Shimadzu, 4,6 x 250mm; 4,m particle size; 12 nm pore size) using 

gradient elution. Initially, acetonitrile: water (30:70) was used for 5 min, increased to 

acetonitrile: water (80:20) for 50 min. The flow rate was 0.5 mL/min and injection 

volume was 20 μL (Hu; Ju, 2001; Wadekar et al., 2012). In comparison with the SL 

pattern 1,4"-sophorolactona 6', 6"–diacetate (Sigma Aldrich), HPLC analysis showed 

that approximately 95% of the product was lactonic. This produced SL was used for 

determining the antibacterial activity.  
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2.3 Antibacterial activity 

 

2.3.1 Determination of minimum inhibitory concentration (MIC)  

SL produced and LA (Labsynth®) were tested against all four wild-type isolates in 

triplicate by the microdilution assay in 96-well plates (CLSI, 2012). Briefly, stock 

solutions 25% (w/v) of SL were prepared in ethanol 100% and diluted in media to 

final concentrations ranging from 15.6 to 2,000 g/mL for Gram-positive and from 

78.1 to 10,000 g/mL for Gram-negative. LA concentrations ranged from 0.04% to 

5% for all bacteria. Strains were first grown in Mueller-Hinton (MH) agar (Oxoid®) 

and incubated at 37 °C for 24 h. Isolated colonies for each bacterial strain was 

suspended in sterile saline and adjusted to 0.5 on the McFarland scale ( 1.5 x 108 

CFU/mL). These suspensions were diluted in MH broth (Oxoid®) and plated in 96-

well plates at a density of 5.0 x 105 CFU/well with different concentrations of SL or 

LA. The plates were incubated at 37 °C for 24 h and 10 L of each well were plated 

on nutrient agar to quantify the CFU/mL. The antibacterial effect was expressed as 

MIC, the lowest concentration of SL and LA that inhibited microbial growth in 

comparison with the positive control after plating.  

 

2.3.2 Determination of combined effect of sophorolipid and lactic acid 

The fractional inhibitory concentration (FIC) of SL and  LA were also 

investigated using the checkerboard assay for all four bacteria (Chin; Weitzman, 

1997). The FIC index (FICI) was calculated by the MIC of the antimicrobial 

compounds individual and combined. The classification of the antimicrobial 

interaction was based on these parameters: when the FICI is ≤0.5 the interaction is 

synergistic, when the FICI is >0.5 and ≤1 the interaction is additive, when the FICI is 

>1 and <4 the interaction is indifferent and FICI ≥4 defines the antagonistic 

interaction. The checkerboard test was elaborated using a 96-well microtiter plate 

with antimicrobial concentrations ranged from the MIC value to eight serial twofold 

dilutions of the sophorolipid and lactic acid. The FICI (∑FICI) was determined using 

the following equation:  
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∑FICI= FICSL + FICLA 

 

∑FICI= (MIC of SL in combination) / (MIC of SL) + (MIC of LA in combination) / (MIC 

of LA) 

 

2.3.3 Time-kill assay  

The effect of SL and LA individually and in combination on the growth of S. 

aureus and L. monocytogenes wild-type isolates was evaluated through a time-kill 

test (NCCLS, 1999). First, each strain was incubated in MH agar for 24 h at 37 ºC. 

Then, each culture was adjusted to 0.5 on the McFarland scale and inoculated at a 

cell density of 106 CFU/mL. The MIC of each compound was utilized when they were 

tested individually. In the case of combination, it was used ½ MIC of SL + ½ MIC LA. 

Aliquots of 10 L were collected at different time points (0, 2, 4, 6, 8, 10, 12 and 24 

h), serially diluted in saline solution, plated on nutrient agar media and grown for 24 h 

at 37 ºC to determine the total CFU/mL.  

 

2.4 Cytotoxicity test 

The cell viability was determined by resazurin (7-hydroxy-10-oxide-

phenoxazin-10- ium-3-one) cytotoxicity test in a 96-well plate (Aquino et al., 2013; 

Coatti et al., 2015; Mcmillian et al., 2002). The human hepatoma cell line HepG2/C3A 

used in our study was obtained from the Cell Bank of the Federal University of Rio de 

Janeiro (UFRJ) and were cultivated in flasks containing DMEM supplemented with 

10% fetal bovine serum (Gibco), at 37°C, 5% CO2, and 95% relative humidity. Each 

treatment was repeated three times and each well was seed with 2 x 104 cells. 

 After 24 h incubation, medium was removed and replaced by fresh medium 

with different concentrations of SL (2,500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.62 μg/mL). 

DMSO was used as solubilizing solvent at a final concentration of 0.2 % and tested 

as vehicle control solution. After 24 h treatment, the supernatant was discarded, cells 

were washed with phosphate-buffered saline and resazurin was added at a final 

concentration of 60 M per well. The cells were incubated at 37 ºC for 3 h and the 

fluorescence was read with VICTOR 3 (Perkin Elmer) at 530-560 nm of excitation 

and a 580-600-nm emission range.  
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The 50 % inhibitory concentration (IC50) value of SL was estimated using 

Software R (R CORE TEAM, 2016) and the R package nplr (n. parameter logistic 

regression) (Commo; Bot, 2016). 

 

2.5 Scanning electron microscopy (SEM) of S. aureus and L. monocytogenes 

SEM was used to observe the cell morphology after treatment with SL, LA 

and SL + LA. Colonies from S. aureus and L. monocytogenes were grown in MH 

agar (24h, 37 ºC), transferred to MH broth and adjusted to a cell density of 108 

CFU/mL. Then, 500 µL aliquots of the bacteria inoculum were mixed with 500 µL of 

MH medium (Control), SL, LA and SL + LA. The treatment concentrations were 

chosen based on the previous results of MIC and FIC  tests.   

The mixtures were incubated at 37 ºC for 5 h. After incubation, the cultures 

were centrifuged at 4500 rpm for 15 min with phosphate buffer saline. The pellet was 

resuspended and fixed with 2.5% glutaraldehyde in 0.1 M sodium cacodylate buffer 

solution (pH 7.2). After, 20 L of each culture was transferred to slide cover glasses 

previously coated with poly-L-lysine (Sigma -Aldrich).  

Each slide was fixed with 2.5 % glutaraldehyde in 0.1 M sodium cacodylate 

buffer solution (pH 7.2) for 20 h, followed by post-fixation in 1 % OsO4 for 30 

minutes. The fixed samples were dehydrated in an ethanol gradient (30, 50, 70, 90 

and 100 %) and then were critical point dried in CO2 (BALTED CPD 030 Critical Point 

Dryer). The slides were coated with gold (BALTED SDC 050 Sputter Coater) and 

observed under a FEI Quanta 200 scanning electron microscope (Zhang et al., 

2016b). 

 

3. Results and discussion 

3.1 Sophorolipid antimicrobial activity  

 SL was capable of eradicating S. aureus and L. monocytogenes (Table 1). 

Nevertheless, reduction on E. coli and Salmonella populations were not observed 

under the tested concentrations (MIC ≤ 10,000 g/mL). The antimicrobial activity of 

SL has been described for a broad range of bacteria and although some results has 

been shown for Gram-negative, in most cases, SL has demonstrated better action for 

Gram-positive strains. Our results are in accordance with the literature (Pontes et al., 
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2016; Hoa et al., 2017) and demonstrated that Gram-positive L. monocytogenes and 

S. aureus were more sensitive to SL than Gram-negative Salmonella spp. and E. 

coli. 

The antimicrobial activity of biosurfactants is related to their amphiphilic 

nature, the also called “surfactant effect”, which involves synergistic interactions 

between the sugar and the lipid moieties. Biological activities of carbohydrate-based 

molecules are of great interest because of their mild cytotoxicity, biodegradability and 

high yields, making them very attractive for production (Valotteau et al., 2017). It is 

hypothesized that the mechanism of action of SL may be involved to membrane cells 

damage, which could explain the difference in antimicrobial activity against Gram-

positive and Gram-negative bacteria, since they have differences in cell wall 

structure. In Gram-positive, the cell wall is made of one membrane layer (cytoplasmic 

membrane), surrounded by a thick peptidoglycan layer. While in the Gram-negative 

microorganisms it is composed of a thin peptidoglycan layer and two membranes, 

making the cell envelope of Gram-negative bacteria more complex to SL interact 

than the Gram-positive organisms (Dengle-Pulate et al., 2014; Zhang et al., 2016a).  

Pontes et al. (2016) described the use of lactonic SL to disrupt biofilms in 

catheter tubes and MIC values for S. aureus were found to be 50 g/mL to eradicate 

the cells in the planktonic form and 0.38 mg/mL to inhibit the biofilm formation. On 

the other hand, growth inhibition of E. coli was also not observed, as equal in our 

study. These authors revealed that E. coli showed less hydrophobicity behavior and 

higher negative charged surface than S. aureus. Therefore, because of these 

characteristics of Gram-negative bacteria, this microorganism might not be so 

affected by the surface change promoted by SL. Moreover, at neutral pH, some SL  

can be ionized presenting a negative charge and then repealing negatively charged 

bacteria, like Gram-negative.  

Another main point in antimicrobial activity of SL is the predominance of acid 

and lactonic forms. It has been reported that lactonic forms have better surface 

tension lowering properties and antimicrobial activity as compared to the acidic  form, 

thus an increasing in lactonic proportions may enhance the antibacterial action of SL 

(Van Bogaert et al., 2007). In our work, we tested a 95 % lactonic SL.  

Earlier studies on inactivation of S. aureus by SL has been described with a 

very variable MIC. Data with  higher concentrations than the found in our paper has 

been reported (Dengle-Pulate; Bhagwat; Prabhune, 2012; Diaz de Rienzo et al., 
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2015; Hoa et al., 2017; Joshi-Navare; Prabhune, 2013; Sleiman et al., 2009). Zhang, 

Ashby, Solaiman, Uknalis, & Fan (2016) and Olanya et al. (2018) described the use 

of SL for inhibiting Listeria spp. and L. monocytogenes in treatments using 0.1 % and 

0.12 % . In  this paper, we achieved the inhibitory concentration of 62 g/ml (0.006 

%) for L. monocytogenes. 

 

3.2 Combined effect of sophorolipids and lactic acid 

 

The antibacterial activity of LA individual and in combination with SL was 

evaluated. MIC values for the individual LA were 0.3 % for S. aureus, 0.6 % for L. 

monocytogenes and Salmonella and 0.15 % for E. coli. Because of the non-inhibitory 

activity of SL against the Gram-negative strains, a combined affect with the 

biosurfactant was not possible to determine for Salmonella and E. coli. Although, the 

combination resulted in an additive interaction between SL and LA for S. aureus and 

L. monocytogenes. A growth curve study of 24 h was also performed to show the 

effect of SL, LA and their combination against Gram-positive bacteria (Figure 2 and 

3).  

For S. aureus, we observed a 0.26 log-reduction in the first 2h with SL 

concentration of 31.25 g/mL. The inhibition increased progressively in next hours, 

reaching 1.84 log-reduction in 4 h and complete inhibition at 10 h with the same 

treatment. The S. aureus behavior in the presence of 0.31 % lactic acid was similar 

to the SL treatment in the first 2h, but a little less efficient in reducing populations on 

the other time points, achieving complete inhibition only at 12 h. In the combination 

assay we had the best inhibition in the first 2 h with 0.44 log-reduction, although a 

slower antibacterial activity was shown in the next hours, inactivating S. aureus only 

after 24 h of incubation. Thus, the treatment with SL individually showed to be the 

most efficient.  

L. monocytogenes showed 1.39 log-reduction at 4 h and complete inhibition 

at 12 h with 62.5 g/mL SL. In comparison, Olanya et al. (2018) reported 3.86 log-

reduction of L. monocytogenes only after 24 h with 200 g/mL SL, much higher 

concentration than the used in our work. LA  showed to be  efficient with 0.62 % at 10 

h. Although, the best treatment found was the combination, because it only used ½ 



93 
 

MIC values of each compound and kept the 100 % inhibitory growth at 12 h, the 

same time with SL individual.  

The application of organic acid, such as acetic and lactic acid, as 

antimicrobial agent is very common and diverse studies have employed their use in 

meat products to inhibit Salmonella thyphimurium, E. coli, S. aureus and L. 

monocytogenes (De Oliveira et al., 2010; Dubal et al., 2004; Mani-López; García; 

López-Malo, 2012; Ricke, 2003). In our work, lactic acid individual was capable of 

inactivating all the strains tested and the combination with sophorolipids resulted in 

an additive interaction for S. aureus and L. monocytogenes. Only a study performed 

by Diaz De Rienzo et al., (2015) has evaluated the combinatory effects of SL with 

citric, lactic and caprylic acids, but no shown effects on growth of the selected 

microorganisms were observed when the organic acids (0.8 %) was applied 

individually. However, when caprylic acid (0.8% v/v) was combined with sophorolipids 

(1% v/v), growth inhibition of P. aeruginosa PAO1, E. coli NCTC 10418, B. subtilis 

NCTC 10400 and S. aureus ATCC 9144 were achieved, suggesting a synergistic 

interaction.   

Earlier studies reported  2.0 log reduction of E. coli O157:H7 and a 1.5 log 

reduction of S. Typhimurium employing 2 % and 4 % lactic acid, respectively (Harris 

et al., 2006). Another paper compared organic acid treatments and pointed that lactic 

acid was the most effective on reducing L. monocytogenes population (Kang; Song, 

2018). In comparison with acetic acid, LA also proved to be more effective against S. 

aureus (De Oliveira et al., 2010). It is explained by the fact that lactic acid possess a 

quite low molecular mass (90.08 Da) compared to other organic acids and thus, can 

penetrate cell membranes more easily (Stanojevic-Nikolic et al., 2016). 

This paper reported total inhibition of all strains tested when lactic acid 

treatments were employed after one day storage and 0.8 log-reduction for L. 

monocytogenes and 2.19 log-reduction for S. aureus with concentrations of 0.3 % 

and 0.6 %, respectively, in 6 hours. The principle of action of organic acids involves 

cytoplasmic acidification with subsequent uncoupling of energy production and 

regulation, and by its dissociation in anions and protons, which causes stress for the 

bacteria to maintain a neutral pH, required for its functionality. Therefore, to export 

the excess protons, adenosine triphosphate (ATP) is consumed and may result in 

depletion of cellular energy (Ricke, 2003; Mani-López, García, & López-Malo, 2012).  
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Other synergistic interactions with SL have been described, such as 

conventional antibiotics tetracycline and cefaclor, ethanol and rhamnolipids (Joshi-

Navare & Prabhune, 2013; Zhang, Ashby, Solaiman, Liu, & Fan, 2017; Zhang et al., 

2016; Diaz De Rienzo, Stevenson, Marchant, & Banat, 2016). Testing SL interactions 

are of great relevance, since they have the ability of forming micelles or self-

assemblies structures, which can enclose substances and deliver the drug into the 

cell interior, enhancing its antimicrobial effectiveness (Dubey; Selvaraj; Prabhune, 

2013; Joshi-Navare; Prabhune, 2013).  

 

3.3 Effect of sophorolipid and lactic acid in the morphology of S. aureus and L. 

monocytogenes cells. 

 

SEM images showed that both control presented cells with intact surface 

structure and uniformed size. After 5 h of incubation with SL, LA and the combination 

of both, we observed a large reduction of the bacterial population in comparison with 

control (Figure 4). 

All treatments presented cell with lumps and protuberances on their surface, 

being an indicative of SL or LA attachments on the bacterial surface or results of 

bacterial response to the antimicrobials. The present study demonstrated changes 

(attachments or extrusions) on the surface of S. aureus and L. monocytogenes cells 

due to the contact of the antimicrobials, causing membrane damage to the cells. 

It is hypothesized that SL caused morphologic alterations, but mainly we 

observed residual attachments on the cells surface. In LA treatments, we observed 

more structure cell deformation, while in the combined treatment of SL and LA, it was 

possible to see both antimicrobial actions. 

 

3.4 Cytotoxicity test 

 

Based on the results of duplicate resazurin tests, it was possible to observe a 

dose-dependent reduction of cell survival. After 24 h of treatment, the tested 

concentrations above 62.5 g/mL were cytotoxic for HepG2 cells and the calculated 

IC50 was 58.97 g/mL. The inhibitory SL concentrations individually achieved in our 

paper were 31.25 and 62.5 g/mL for S. aureus and L. monocytogenes, respectively. 
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Therefore, the use of SL in combination with LA were crucial to obtain a non-

cytotoxic concentration, since it was possible to reduce the MIC values by half, at 

least. For both bacteria, the combined concentration of SL was 15.6 g/mL, which 

proved to be by this assay, to have a mild cytotoxicity, making the application of SL 

viable.   

4. Conclusions 

 

The increased concern about the risk of resistant bacteria combined with the 

demand for natural and safety additives stimulates the search for the new bio-

preservatives to control food pathogens. The antimicrobial activity here shown, 

associated with biodegradability and low toxicity of sophorolipids, demonstrated its 

great bactericidal activity against S. aureus and L. monocytogenes with potential 

application in poultry industry. The combinatory effect between SL and LA presented 

an additive interaction with very satisfactory results for the Gram-positive strains. 

Also, the combination decreased the concentrations used by half, which has a 

significant impact in practical applications due to the cytotoxicity value here found. 

Therefore, this paper addresses  the possibility to develop a green new and nontoxic 

sanitizer with huge applicability in the poultry industry. 
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Figure 1. Chemical structure of lactonic (A) and acid (B) sophorolipids from C. bombicola 

 
 

 
Table 1. Minimum inhibitory concentration and fractional inhibitory concentration of sophorolipid and 

lactic acid against wild-type isolates of Staphylococcus aureus and Listeria monocytogenes. 

 

Bacteria 

Sophorolipid 

 (g/mL) 

Lactic acid 
 (%) 

FIC index Interaction 

MIC MICC FIC MIC MICC FIC 
  

S. aureus 31.25 15.6 0.49 0.31 0.15 0.48 0.97 Additism 

L. monocytogenes 62.5 15.6 0.24 0.62 0.31 0.5 0.74 Additism 

MIC - minimum inhibitory concentration  

MICC – minimum inhibitory concentration in combination 

FIC – Fractional inhibitory concentration: ≤0.5: synergistic; >0.5 FIC ≤1: additive; >1 FIC <4: indifferent and FIC ≥4: antagonistic 

interaction. 
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Figure 2. Growth curve of Staphylococcus aureus in treatment absence (Control), lactic acid (LA), 

sophorolipid (SL) and combination of both (SL + LA). 

 

 

 
Figure 3. Growth curve of Listeria monocytogenes in treatment absence (Control), lactic acid (LA), 

sophorolipid (SL) and combination of both (SL + LA). 
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Figure 4. SEM Images of S. aureus cells: A - Control, B-  31.25 g/mL of sophorolipid, C- 0.31 % of 

lactic acid and D- 15.6 g/mL of sophorolipid + 0.15 % lactic acid for 5 h. Magnification: 15,000 x. 

Arrows indicate the protuberances and lumps on the surface of cells. 
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Figure 5. SEM Images of L. monocytogenes cells: A - Control, B-  62.5 g/mL of sophorolipid, C- 0.62 

% of lactic acid and D- 15.6 g/mL of sophorolipid + 0.31 % lactic acid for 5 h. Magnification: 15,000 x. 
Arrows indicate the protuberances and lumps on the surface of cells. 

 

 


