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bombicola com potencial aplicacdo na industria alimenticia. 2020. 99 f.
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RESUMO

A deterioracdo de alimentos causada por microrganismos, principalmente por fungos,
tem acarretado perdas significativas para as industrias por alteragfes indesejaveis e
riscos a saude do consumidor. A pesquisa por novos agentes antifingicos é de grande
importancia, chamando atencéo para os biossurfactantes da classe dos soforolipidios.
Esses pertencem a classe de glicolipidios extracelulares, e sdo produzidos por
microrganismos, com destaque para a levedura Starmerella bombicola, que produz
uma mistura de formas acidicas e lactbnicas. Estas diferencas estruturais influenciam
diretamente em suas caracteristicas fisico-quimicas e biologicas que direcionam para
as diversas aplicacdes industriais. A acao antimicrobiana tem chamado atencéo
devido a atividade contra uma ampla gama de bactérias e fungos que prejudicam a
industria de alimentos. Considerando esses aspectos, o presente trabalho teve como
objetivo produzir, caracterizar e verificar a agdo antifungica de soforolipidios de S.
bombicola contra os principais contaminantes de alimentos Aspergillus flavus,
Aspergillus melleus, Aspergillus ochraceus, Aspergillus parasiticus, Aspergillus niger,
Fusarium oxysporum, Brotrytis cinerea e Rhizopus spp. Também desenvolver e
caracterizar filmes de amido comestiveis com adicdo desse biossurfactante para
aplicacao industrial. A producdo dos soforolipidios foi realizada em meio contendo
glicose e o acido oleico e a melhor condicéo foi transferida para biorreator onde atingiu
67 g/L, com uma produtividade 0,56 g/L h-* em 120 h. A caracterizagéo estrutural dos
soforolipidios confirmou predominancia da forma lacténica, a qual apresentou acéo
antifiingica contra todos os fungos contaminantes testados. Os filmes produzidos com
soforolipidios apresentaram boa aparéncia, sem poros ou bolhas, e os resultados de
espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) confirmaram a
presenca do biossurfactante nos filmes. Os filmes tiveram uma maior resisténcia a
tracdo e um decréscimo na permeabilidade ao vapor de agua e alongamento com a
adicao de 10 % de soforolipidios na matriz polimérica. Soforolipidios de S. bombicola
podem ser uma alternativa para aplicacdes industriais como um agente antifingico
inovador reduzindo a deterioragcdo microbiana, aumentando assim a produtividade
industrial.

Palavras-chave: Soforolipidios. Starmerella bombicola. Patdogenos de alimentos.
Atividade antifingica. Filmes comestiveis.



HIPOLITO, Amanda. Antifungal property of sophorolipids from Starmerella
bombicola with potential application in the food industry. 2020. 99 p. Dissertation
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2020.

ABSTRACT

The deterioration of food caused by microorganisms, especially by fungi, has caused
significant losses for the industries due to undesirable changes and risks to the health
of the consumer. The search for new antifungal agents is of great importance, drawing
attention to the biosurfactant sophorolipids. These belong to the class of extracellular
glycolipids, and are produced by microorganisms, especially the yeast Starmerella
bombicola, which produces a mixture of acidic and lactonic forms. These structural
differences directly influence their physical-chemical and biological characteristics that
lead to the various industrial applications. The antimicrobial action has attracted
attention due to its activity against a wide range of bacteria and fungi that affect the
food industry. Considering these aspects, the present study aimed to produce,
characterize and verify the antifungal action of sophorolipids from S. bombicola against
the main food contaminants Aspergillus flavus, A. melleus, A. ochraceus, A.
parasiticus, A. niger, Fusarium oxysporum, Brotrytis cinerea and Rhizopus spp.
Additionally, the development and characterization of edible starch films with the
addition of this biosurfactant for industrial application was made. The production of
sophorolipids was performed with glucose and oleic acid and the best condition was
transferred to the bioreactor, where it reached 67 g/L, with a productivity of 0.56 g/Lh"
Lin 120 h. The structural characterization of sophorolipids confirmed the predominance
of the lactonic form, which presented antifungal action against all pathogenic fungi
tested. The films produced with sophorolipids showed good appearance, without pores
or bubbles, and the results of Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) confirmed
the presence of the biosurfactant in the films. The films had a higher tensile strength
and a decrease in water vapor permeability and elongation. Sophorolipids from S.
bombicola showed to be a potential alternative for industrial applications as an
innovative antifungal agent reducing microbial deterioration, and thus increasing
industrial productivity.

Key words: Sophorolipids. Starmerella bombicola. Food pathogens. Antifungal
activity. Edible films.
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1 INTRODUCAO

A deterioracdo microbiana de alimentos tem sido uma das maiores causas de
perdas nas industrias, diminuindo a produtividade e causando danos a saude humana.
Diante disto, para a prevengéo da contaminag&o microbiana tem sido uma tendéncia
a utilizacdo de aditivos naturais em substituicdo aos aditivos sintéticos, atendendo
uma demanda dos consumidores por produtos mais saudaveis, de fontes renovaveis
e biodegradaveis. Portanto, pesquisas sao de fundamental importancia para encontrar
substancias naturais, que sejam capazes de substituir os aditivos sintéticos e
tradicionais de forma efetiva e segura.

Os microrganismos deteriorantes podem estar veiculados a agua e em
alimentos de origem animal e vegetal, frescos ou processados. Estes microrganismos
causam alteracdes quimicas e fisicas nos alimentos, alterando o aspecto, cor, odor,
textura e sabor. Os principais responsaveis pela deterioracao de produtos alimenticios
sao os fungos. Eles sé@o eucariotos, quimiorganotroficos, reproduzem-se por meio de
esporos, salvo algumas excecoes, e tém alto potencial de crescimento, relacionados
aos fatores extrinsecos e intrinsecos do alimento. Durante a germinacéo dos esporos,
algumas espécies de fungos podem produzir micotoxinas, que constituem um perigo
natural na cadeia de producéo alimenticia. Assim, se tornam necessarias medidas de
controle do desenvolvimento destes microrganismos com a finalidade de garantir a
seguranca desses alimentos.

Os fungos se desenvolvem principalmente em alimentos com teor de umidade
intermediario, como produtos de panificacdo, entretanto, apresentam capacidade de
crescimento em uma ampla escala de atividade de agua, pH e temperatura e utilizam
grande variedade de substratos como carboidratos, proteinas, lipidios e acidos
organicos.

Diante desse contexto, abre-se uma nova oportunidade a incorporagéo de
biossurfactantes como aditivos alimentares, uma vez que estes possuem
caracteristicas que correspondem a atividade antifingica. Podendo ser utilizados
indiretamente, como sanitizantes de superficies de contato com o alimento ou

diretamente, como aditivos alimentares.
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Os soforolipidios sao biossurfactantes pertencentes a classe dos
glicolipideos, que tém propriedades similares aos surfactantes petroquimicos, além
de apresentarem baixa toxicidade, biodegradabilidade, menor impacto ambiental, alta
seletividade e atividade em condi¢cdes extremas de pH, temperatura e salinidade.
Também dispdem de caracteristicas fisico-quimicas atrativas para aplicacdes
biotecnoldégicas industriais como acdo emulsificante, espumante, umectante,
solubilizante, sdo agentes anti adesivos e antimicrobianos, o que pode contribuir para
diversos setores industriais.

Os soforolipidios podem ser utilizados como agentes antimicrobianos e a sua
incorporacdo em filmes de amido pode ser considerada uma alternativa para varias
aplicacbes na industria alimenticia. Essa matriz polimérica tem baixo custo e pode
agregar valor ao produto pelo aumento da vida Gtil e da qualidade.

Considerando a capacidade metabdlica da Starmerella bombicola, as
propriedades do soforolipidios e as possiveis aplicacdes industriais, este trabalho visa
produzir, caracterizar e testar a capacidade antifungica dos soforolipidios em fungos
deteriorantes de produtos alimenticios, bem como desenvolver um filme comestivel

como proposta para potencial aplicacdo na conservacao de alimentos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Produzir e avaliar a capacidade antifungica do soforolipidios de Starmerella

bombicola contra fungos contaminantes de alimentos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Otimizar a producdo de soforolipidios de S. bombicola variando as
concentracfes do acido oleico e glicose em frascos de Erlenmeyer;

e Acompanhar o processo fermentativo pelo consumo de acido oleico e glicose,
crescimento microbiano e producdo de soforolipidios, durante 120 h de
fermentacado, em biorreator na condi¢do otimizada anteriormente;

e Extrair, quantificar e caracterizar os soforolipidios produzidos por técnicas
gravimétricas, cromatogréaficas e ressonancia magnética nuclear;

e Avaliar o efeito dos soforolipidios contra contaminantes de alimentos
Aspergillus flavus, A. melleus, A. ochraceus, A. parasiticus, A. niger, Fusarium
oxysporum, Brotrytis cinerea e Rhizopus spp.;

e Produzir filmes de amido comestiveis com adicéo de soforolipidios;

e Caracterizar e verificar a acdo antifungica dos filmes com soforolipidios para

potencial uso na industria de alimentos.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 CONTAMINACOES FUNGICAS EM ALIMENTOS

Aspectos gerais de qualidade e higiene sanitarias sdo cruciais na aceitacédo
de qualquer produto alimenticio. A principal forma de deterioracéo dos alimentos é de
origem microbiologica, principalmente por fungos, o que traz uma enorme
preocupacdao relacionada a seguranca alimentar e saude do consumidor (OLIVEIRA
et al., 2015). Os fungos sdo organismos eucarioticos, multicelulares e filamentosos,
sdo decompositores e parasitas facultativos que podem obter nutrientes através de
organismos mortos ou vivos pela decomposi¢cdo de sua matéria organica (BROOKS
et al., 2012). Estdo amplamente distribuidos na natureza e apresentam diferentes
condicbes de multiplicacdo, capacidade de esporulacdo e disseminacdo (PITT;
HOCKING, 2009).

Essa contaminagdo pode ocorrer durante a formacdo das sementes, no
armazenamento, no solo e principalmente por apresentarem substratos adequados
para o seu desenvolvimento como, carboidratos, proteinas e lipideos e possuirem
elevado teor de agua livre (ROSSETTO et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2015). Os fungos
contaminantes mais frequentes pertencem aos géneros Aspergillus, Fusarium,
Rhizopus e Botrytis. (PITT, HOOCKING, 2009; SARANHAJ; GUEETHA,
2012; NJOBEH et al., 2010; TERZI et al., 2014).

A contaminacédo dos alimentos por fungos fica visivel a partir do aparecimento
do micélio visivel oriundo de esporos na superficie do produto, que pode ocorrer apés
o término da germinacao e antes do final da vida util do produto, gerando rejeicao pelo
consumidor (BAERT et al., 2007). Além da aparéncia indesejavel, os fungos séo
capazes de provocar alteracdes no sabor e na qualidade dos alimentos, promovendo
odores desagradaveis ocasionados por diferentes graus de deterioracdo, ou ainda,
trazer riscos a saude humana e animal, devido a producédo de micotoxinas (SOUZA
et. al, 2017).

Micotoxinas sdo metabdlitos secundarios proeminentes produzidos por
espécies que pertencem aos géneros Aspergillus e Fusarium e sdo produzidas de
forma natural em produtos agroalimentares, sendo toxicas para animais e humanos

mesmo quando ingeridas em pequenas guantidades. As mais expressivas sao as


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160518308894#bb0190
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160518308894#bb0245
https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/aspergillus
https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/fusarium

16

aflatoxinas, ocratoxina A, patulina e fumonisina, sendo as duas primeiras de grande
preocupacdo em armazenamento incorretos de cereais e graos (ANFOSSI et al.,
2016 ; NJOBEH et al.,, 2010;TERZI et al, 2014; SOARES; ABRUNHOSA;
VENANCIO, 2013; YEHIA, 2014). Os produtos passiveis de contaminacdo por
aflatoxinas sdo: amendoim, figo, milho, sementes oleaginosas, frutas, vegetais, sorgo,
cacau e especiarias. A ocratoxina é identificada em diversos tipos de graos e cereais,
tais como: café, cacau, soja, nozes, uva, vinho e cerveja (MAKUN et al., 2012;
HAIGHTON et al., 2012 ; STREIT et al.,, 2012; BELLVER-SOTO et al., 2014). A
patulina encontra-se em frutas em geral, paes, queijo, produtos carneos e cereais e a
fumonisina é bem evidente em gréos de milho (PUEL et al., 2010; VARGA et al., 2011,
MOGENSEN et al., 2011; SOARES et al., 2012; MOGENSEN, 2012).

Os fungos do género Aspergillus sao caracterizados pela presenca de
conidiéforo que déo origem as estirpes e apresentando seu crescimento simultaneo e
sincrénico. Quando na superficie dos alimentos, apresentam coloracdo verde, azul,
preta ou amarelada e estdo associadas principalmente com a deterioracdo poés-
colheita de produtos agricolas, como cereais e oleaginosas (PITT; HOCKING, 2009).

O género Fusarium é caracterizado por possuir micélios aéreos e ramificados.
Uma indicacéo de gue esteja envolvido na contaminacdo do alimento, é a presenca
de esporulacdo com coloracéo variando de laranja a amarela (MACIEL, 2012; FRIAS,
2014; GORDON et al., 2015). Esta associado a podridao de raizes, caules e frutas
(MENEZES et al., 2010).

Fungos da classe de Zigomicetos, como 0s Rhizopus spp. apresentam como
carateristicas a rapida multiplicacdo e producdo de micélios aéreos ndo septados
(PITT; HOCKING, 2009). Resistem a condi¢gdes extremas, como baixa atividade de
agua, tratamentos térmicos e quimicos e seus bolores possuem coloracdo
esverdeada, que produzem enzimas pectinoliticas, responsaveis por deteriorar
alimentos de origem vegetal causando a podriddo (GAVA et al., 2008; PITT,
HOCKING, 2009)

Os fungos do género Botrytis apresentam conidioforos longos, hifas
ramificadas de cor marrom acinzentada. As infec¢des causadas por esse género sao
geralmente iniciadas por conidios, provocando mofos densos de cor cinza. Causam
deterioragcdo em uma ampla variedade de frutas, hortalicas e culturas ornamentais
(WALKER et al., 2011 ; PLESKEN et al., 2015)


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160518308894#bb0005
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160518308894#bb0005
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160518308894#bb0190
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160518308894#bb0245
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160518308894#bb0245
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160518308894#bb0160
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160518308894#bb0095
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160518308894#bb0230
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160518308894#bb0020
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2016.02075/full#B31
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2016.02075/full#B25
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Devido a essas contaminacfes, o desenvolvimento de novos agentes
antifangicos é de grande relevancia, pois, existem fungos resistentes aos biocidas
atuais e 0 uso excessivo de agroquimicos e deslocamento da populagéo fungica,
favorece a selecdo de mutantes resistentes, o que torna necessaria a producédo de
novos antifingicos que contenham principalmente caracteristicas eco amigavel
(DEISING et al., 2008 ; GUILGER et al., 2017; NYILASI et al., 2010).

3.2 BIOSSURFACTANTE: SOFOROLIPIDIOS

A crescente preocupacdo ambiental entre os consumidores, a deterioracao
dos alimentos e as atuais legislaces tém incentivado a inddstria a buscar produtos
alternativos para a substituicdo dos surfactantes sintéticos, como os produzidos por
microrganismos, que sao conhecidos como biossurfactantes (NAUGHTON et al.,
2019).

Devido a demanda entre os consumidores em reduzir o uso de compostos
sintéticos de fonte ndo renovavel por ingredientes e aditivos naturais, os surfactantes
microbianos surgem como uma alternativa eco amigavel aos surfactantes sintéticos
(MOHAN, et al. 2006). Apresentam estabilidade em temperaturas extremas, variacées
de pH e salinidade permitindo o direcionamento em diversas aplicacées nas industrias
farmacéutica, cosmética, petrolifera, alimenticia e agricola (SOUZA et al., 2018;
NAUGHTON et al, 2019).

Os biossurfactantes exibem uma variedade de propriedades para a industria
alimenticia, como acdo emulsionante, espumante, umectante, solubilizante e
antimicrobiana, além de apresentarem fonte renovavel, serem biodegradaveis e
apresentarem baixa toxicidade (SINGH; CAMEOTRA, 2004; MULLIGAN, 2005;
BANAT, et al. 2014).

Fazem parte de um grupo estruturalmente diversificado de moléculas de
superficie, obtidos a partir do metabolismo secundario e produzidas por uma grande
variedade de microorganismos, incluindo bactérias, fungos e leveduras. Sao
categorizados em grupos de baixa (glicolipidios, lipopeptideos, fosfolipidios, acidos
graxos e lipidios neutros) e alta massa molecular, os poliméricos. Os glicolipidios

exibem grande potencial comercial, devido sua alta produtividade (PEREIRA, 2017).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160518308894#bb0040
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160518308894#bb0080
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160518308894#bb0195
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Os soforolipidios s&@o biossurfactantes classificados como glicolipidos
extracelulares. E uma molécula constituida por um dissacarideo soforose (2"-O-B-D-
glicopiranosil-1-B-D-glicopiranose), unidos por uma ligagdo [-glicosidica entre o
carbono 1’ e o carbono terminal (w) ou sub-terminal (w-1) & uma longa cadeia
hidrofébica de acido graxo que geralmente, contém 16 ou 18 carbonos (ASHBY;
SOLAIMAN, 2010; ROELANTS et al., 2019).

Esses metabdlitos sdo produzidos de duas formas estruturais principais,
acidica (A) e lactonica (B) (Figura 1). Na forma acidica, € ligado apenas um dimero de
glicose na extremidade do &cido carboxilico, exibindo uma cadeia aberta. A estrutura
lactdnica é esterificada internamente na posi¢cao 4” da soforose, resultando em uma
cadeia fechada. Ambas as formas podem dispor de grupos acetil em sua porc¢éo da
soforose nas posigdes 6’ e/ou 6” e de diversidades na estrutura do acido graxo como
o0 numero de carbono, a hidrogenacdo e as insaturacfes, devido as condicdes e
substratos utilizado no processo fermentativo, que podem resultar em alteracdes nas
propriedades fisico-quimicos e bioldgicas, acarretando em diferentes aplicabilidades
desses compostos (MORYA et al., 2013; ASMER et al., 1988; CAVALERO; COOPER,
2003; DIAZ DE RIENZO et al., 2015; ASHBY; SOLAIMAN, 2010; PAULINO et al.,
2016).

Em geral, os soforolipidios lactbnicos diacetilados ou monoacetilados
apresentam melhor atividade antimicrobiana e possuem tenséo superficial mais baixa
quando comparados com moléculas de lactbnicos ndo acetilados e acidicas.
(SOLAIMAN; ASHBY; UKNALIS, 2017).

Figura 1. Formas estruturais dos soforolipidios: (A) acidica e (B) lactdnica

OH OH

Fonte: Solaiman, D. K.Y.; Ashby, R. D.; Uknalis, J., (2017).
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Nas décadas de 60 e 70 varios microrganismos produtores de soforolipidios

foram identificados, destacando Torulopsis magnolia (Candida apicola), Torulopsis

gropengiesseri, Torulopsis bombicola e Candida bogoriensis (VAN BOGAERT,
ZHANG; SOETAERT, 2011; PAULINO et al., 2016). Entretanto, hoje existem novas
cepas produtoras (Tabela 1), porém as melhores producdes sdo com a levedura
chamada Starmerella bombicola (Candida bombicola) (PAULINO et al., 2016).

Tabela 1. Principais microrganismos produtores de soforolipidios

Microrganismos

Referéncias

Candida albicans
Candida apicola
Candida floricola
Candida kuoi
Candida riodocensis

Candida stellata

Candida tropicalisY9

Candida parapsilosis
Cryptococcus VITGBN2
Starmerella bombicola
Rhodotorula bogoriensis
Rhodotorula babjevaeYS3
Candida bombicola ATCC 22214

Wickerhamiella domercqiae
Wickerhamomyces (Pichia)anomalus

Wickerhamiella anomalus

Gaur et al., 2019
Kurtzman et al., 2010
Konish et al., 2017
Price et al., 2012
Kurtzman et al., 2010

Kurtzman et al., 2010

Chandran; Das, 2011

Garg, Priyanka, Chatterjee, 2018
Basak et al., 2014

Silveira et al., 2019; Kaur et al., 2019
Van Bogaert; Zhang; Soetaert, 2011
Sen et al., 2017; Garay et al., 2017
Dolman et al., 2016; Jia et al., 2016;
Jiménez-Penalver et al., 2017
Wang et al., 2019

Van Bogaert; Zhang; Soetaert, 2011
Souza et al., 2017

3.3 PRODUCAO DE SOFOROLIPIDIOS

Para a producéo de soforolipidios sdo necessarias uma fonte hidrofobica e

uma hidrofilica fornecida ao meio, sendo geralmente &cido graxo e glicose,

respectivamente. Se nenhum substrato hidrofébico estiver presente, 0os acidos graxos

serdo formados pela via de sintese de novo a partir de derivados de acetil-CoA vinda
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da via da glicolise. Se a concentracao de glicose for baixa, uma parcela dos acidos
graxos sera dirigida para a via de B-oxidacéo para realizar a manutencéo das células
e ndo para a sintese de soforolipidios (VAN BOGAERT; ZHANG; SOETAERT, 2011).

A biossintese dos soforolipidios comeca com a hidroxilacdo do &cido graxo,
através de duas possiveis vias: sintese de novo e incorporacao direta. A sintese de
novo ocorre quando o acido graxo entra na via de B-oxidacéo e o substrato oxidado
libera um acetil-CoA que, mesmo estando envolvido em diversas rotas, neste caso,
sera destinado a formacdo de uma nova cadeia longa de &cidos graxos, que
posteriormente serdo hidroxilados e incorporados aos soforolipidios. Na incorporacao
direta ndo acontece oxidacdo do substrato na via de B-oxidacédo e sim a hidroxilacéo
obtendo o mesmo comprimento da cadeia do substrato, integrando-se no
soforolipidios (CAVALERO; COOPER, 2003; SOBERON-CHAVEZ, 2010).

Diferente dos acidos graxos, ndo ha evidéncias da incorporacdo direta de
acucares nos glicolipidios. Dessa forma, independente do acuUcar utilizado como
substrato, sendo eles glicose, frutose, manose, sacarose ou maltose, a porgéo
hidrofilica dos soforolipidios sera sempre soforose (duas moléculas de glicose).
Grande parte do substrato hidrofilico (geralmente a glicose) presente no meio é
metabolizada pela via glicolitica, assim, o carbono presente na estrutura dos
soforolipidios é oriundo da gliconeogénese (HOMMEL et al.,1994).

A enzima citocromo P450 monooxigenase NADPH dependente, esta presente
em leveduras, sendo responsaveis pela hidroxilagdo no carbono terminal (w) ou
subterminal (w-1) dos acidos graxos ou alcanos. Desta forma, podem ser
metabolizados pela via da B-oxidacdo ou iniciar a sintese dos soforolipidios.
(HOMMEL et al., 1994; VAN BOGAERT et al.,, 2009; VAN BOGAERT,; ZHANG;
SOETAERT, 2011).

A sintese de soforolipidios pode ser exemplifica pela a Figura 2 onde as
etapas 1 a 5 sdo o fornecimento de diferentes fontes lipidicas, alcanos, alcool (2) ou
aldeidos (3) formando o acido graxo estearico (C18:0) (4), ou também de um
triacilglicerol, que anteriormente necessitam ser degradados pelas enzimas lipases
possibilitando a liberacdo dos acidos graxos (C18:1). O oleico (1), estearico (5) e o
gerado pela sintese de novo resultam no &cido oleico, que pode ser oxidado ou ser
utilizado para a sintese de soforolipidios (COOPER; PADDOCK, 1984; VAN
BOGAERT; ZHANG; SOETAERT, 2011). Nas etapas seguintes (6 e 7) é onde ocorre

direcionamento do acido graxo, o que depende das condigbes metabdlicas da célula,
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disponibilidade de substratos para a manutencgéao celular e da sintese de biomoléculas.
Assim, o acido graxo podera sofrer B-oxidacdo gerando energia para a célula ou
hidroxilacao através da reducédo do NADPH pela enzima (etapa 6) que resultara em
uma cadeia de acido graxo hidroxilado (VAN BOGAERT; ZHANG; SOETAERT, 2011).

Nas etapas 7 e 8, ap0s a formacao do acido graxo hidroxilado, duas moléculas
de glicose (UDP-glicose) serdo adicionadas através das enzimas glicosiltransferase |
e Il. Uma molécula de glicose liga-se na posigao C1’ ao grupamento hidroxila w ou w-
1 do acido graxo e a segunda glicose na posi¢cao C2° (VAN BOGAERT; ZHANG;
SOETAERT, 2011), tendo na etapa 9 a perda de uma molécula de agua e a formacao
dos soforolipidios lactbnicos, através da acéo da enzima lactonesterase. Na etapa 10,
os acidicos nao acetilados obtidos, podem formar soforolipidios lacténicos mono e di
acetilados, que ocorre devido a acdo da enzima acetiltransferase com a adicao de

uma molécula de acetilCoA.
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Figura 2. Etapas da via metabdlica da biossintese de soforolipidios
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Fonte: Van Bogaert; Zhang; Soetaert (2011).

Os soforolipidios sdo sintetizados principalmente na fase estacionéria, sendo
a quantidade e os tipos produzidos dependentes de alguns fatores como
microrganismo, fonte de carbono, nitrogénio e sais utilizados e as condi¢cdes de
temperatura, agitacao e pH no processo fermentativo (TULLOCH; SPENCER; GORIN,
1962; DAVILA; MARCHAL; VANDECASTEELE, 1992).

Os substratos constituem o fator de grande importancia para a biossintese
dos soforolipidios e s@o necessarias fontes de carbono hidrofilicas e hidrofobicas
(ASMER et al., 1988, COOPER; PADDOCK, 1984; DAVILA; REMY;
VANDECASTEELE, 1992). Assim, cultivos sdo efetuados com uma fonte primaria

hidrofilica os carboidratos e uma fonte secundaria hidrofébica os lipidios,
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hidrocarbonetos, 6leos vegetais e gorduras animais (BAJAJ; TILAY; AMAPURE, 2012;
COOPER; PADDOCK, 1984; HOMMEL et al, 1994; RAU et al., 2001).

Varias fontes de carbono foram relatadas para a producao desse metabdlito,
como glicose, sacarose, frutose, manose, maltose, rafinose, lactose, galactose e
xilose. Entretanto, a glicose é a principal fonte de carbono hidrofilica utilizada e com
melhores rendimentos (BADIA; SHAH, 2010; BAJAJ; TILAY; ANNAPURE, 2012).

Dolman et al. (2016) estudaram a produc¢éo de soforolipidios utilizando glicose
e atingiram 623 g/L em 1.023h. Solaiman et al. (2007), utilizaram melaco de soja
refinado como carboidrato e atingiram 75 g/L demonstrando que outros mono e
dissacarideos podem diminuir a producéo de soforolipidios, porém é viavel devido a
utilizacdo de residuos como substrato, acarretando na diminuicdo do custo de
producdo. Satpute et al. (2017) e Roelants et al. (2019) destacaram que a
produtividade foi reduzida com a aplicacdo de subprodutos em comparacdo com
substratos puros.

Diversas fontes hidrofébicas como alcanos, acidos graxos, ésteres de 4cidos
graxos e Oleos vegetais influenciam diretamente na estrutura dos soforolipidios
formados (acidico e lactbnico). Dentre as fontes lipidicas, Felse et al. (2007)
mostraram que as maiores producdes ocorreram com a utilizacdo dos acidos graxos
C16 e C18 e as menores com os C14 e C20, isso ocorre porque cadeias maiores
restringem a biodisponibilidade enquanto as cadeias médias sdo metabolizadas mais
facilmente pela via da B-oxidacdo, deixando de ser incorporadas devido a enzima
citocromo P450 monooxigenase (MORYA et al., 2013; CLAUS; VAN BOGAERT,
2017).

Zhang et al. (2018) estudaram diversas fontes hidrofébicas alternativas em
comparacao com o acido oleico e descreveram uma producao de 477 g/L nesta fonte.
Gogate e Pandit (2015) reaproveitaram o 6leo de soja e atingiram uma producao de
72 g/L. Morya et al. (2013) utilizaram 6leo de coco na composi¢do do meio e obtiveram
resultado de 54 g/L. Autores observaram também que o grau de insaturacdo pode
afetar a producdo dos soforolipidios: acidos graxos monoinsaturados (C18:1)
resultaram em maiores produ¢do do que os acidos graxos C18:2 ou C18:3 (CLAUS;
VAN BOGAERT, 2017).

Entre as fontes de nitrogénio utilizadas encontram-se o extrato de levedura,
extrato de malte, peptona bacterioldgica, peptonas de soja e milhocina. O extrato de

levedura é considerado a melhor fonte para as produgbes de soforolipidios e
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biomassa, por apresentar vitaminas, elementos tracos como zinco, magnésio, ferro
entre outros (RISPOLI; BADIA; SHAH, 2010; VEDARAMAN; VENKATESH, 2010).
Estudos apontam que altas concentracdes sdo favoraveis para a biomassa,
entretanto, isso diminui a producdo de soforolipidios, devido ao esgotamento das
fontes de energia através do crescimento celular. Desta forma, por serem produzidos
ao final da fase exponencial e inicio da fase estacionaria, a sintese ocorre sob
condic¢des limitantes de nitrogénio, levando a um aumento da atividade das enzimas
que estdo envolvidas na biossintese desse metabolito (CASAS; GARCIA-OCHOA,
1999; ZHOU; KOSARIC, 1995; RAU et al., 2001; VEDARAMAN; VENKATESH, 2010).
Jiménez-Pefialver et al. (2017) relataram que quando a glicose € substituida por outro
substrato como melaco de cana-de-acucar ou melaco de soja, que sao ricos em
acucar e nitrogénio, isso pode permitir a exclusdo do extrato de levedura ou ureia no
meio de fermentacao, baixando o custo final de producéo.

O controle de pH na producédo de soforolipidios pode ser importante, pois
guando controlado pode haver um aumento de até 27,6% na producédo, sendo o pH
otimo descrito em 3,5. Durante a fermentacdo o pH inicial € mantido entre 5,0 e 6,0
para promover o crescimento celular, posteriormente na fase estacionaria o pH é
mantido em 3,5, estimulando assim a producédo dos soforolipidios (HU; JU, 2001;
DAVEREY; PAKSHIRAJAN, 2010; MORYA et al., 2013). Entretanto, alguns autores
como Minucelli et al. (2017) ndo controlaram o pH devido a queda natural de 6,0 para
3,5 durante a fase estacionaria.

A oxigenacdo é essencial na biossintese dos soforolipidios, pois na fase
estacionaria a enzima citocromo P450 monooxigenase necessita de oxigenacao
molecular para a sua atividade. Porém, altas concentracfes de substratos podem
intervir nas taxas de transferéncia do oxigénio, tornando-o insuficiente e afetando
assim o crescimento celular e a producdo dos soforolipidios (VEDARAMAN;
VENKATESH, 2010; VAN BOGAERT; ZHANG; SOETAERT, 2011).

Vederaman e Venkaesk (2010) demonstram que a temperatura 6tima para a
producdo de soforolipidios foi de 30°C, porque estimula o crescimento celular e o
consumo de substratos. Também o tipo de processo fermentativo influencia na
producdo, podendo ser utilizados processos fermentativos em batelada, batelada
alimentada e continua. Os soforolipidios convencionais sao produzidos através de
fermentacdo em batelada submersa, tendo poucos estudos da fermentagcdo em
estado soélido (KIM; YUN; KIM, 2009; KOH; GROSS, 2016).
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A Tabela 2 retne dados de producédo de soforolipidios com diferentes fontes

e condicBes de cultivo.

Tabela 2. Producao de soforolipidios variando as condi¢cdes de cultivo

C Fonte . ~
Soforolpidios igrofiicae r,  AMaGAC TemPO  pererencia
9 hidrofébica b
Residuos Kaur et al.,
125 agroindustriais 30 200 92 2019
69,83 Glicose e oleico 30 450 288 S"Vez'[)algt al,
. : Zhang et al.,
477 Glicose e oleico 30 - 300 2018
60,4 Glicose 19 200 72 Sen et al., 2017
39,81 Gordura_de 30 150 120 Minucelli et al.,
frango e glicose 2017
Melago de cana Hoa et al.,
10 Oleo de coco 25 180 168 2017
Palma, tapis,
32, 26’. 21e19 ratawi, melita e 30 180 120 Shah et al,
respectivamente ; 2017
glicose
484 Oleico e glicose 30 450 320 Jia et al., 2016
199 Oleico e glicose 25 350 2po  Delbeke etal,
2016
Canola e Dolman et al.,
623 glicose 25 - 1.023 2016
Oleo de cozinha Meddikeri;
72 e glicose 30 300 240 Gogat; Pandit,
9 2015
54 Oleo qle coco e o5 250 192 Morya et al.,
glicose 2013
- Kurtzman et al.,
95,4 Oleico 25 200 168 2010

3.4 APLICACOES DOS SOFOROLIPIDIOSS

Os soforolipidios dispdem de caracteristicas fisico-quimicas atrativas para
aplicacoes industriais e biotecnoldgicas, pois possuem propriedades anfifilicas
capazes de diminuir a tenséo superficial e interfacial de iniUmeros compostos. Essas
caracteristicas conferem alto valor agregado como: agente de limpeza, acao
emulsificante, espumante, umectante, solubilizante, agente anti adesivo e
antimicrobiano para varias cepas bacterianas e fungicas, o que pode ser importante
para diversos setores industriais (ROELANTS et al., 2019; BAJAJ; TILAY;

ANNAPURE, 2012).
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Atualmente s&do os biossurfactantes mais aplicados na industria e seus
produtos sdo disponiveis em nivel comercial. Destacam-se as aplicacdes em
formulagbes de cosméticos (MAENG et al., 2018; MORYA et al., 2013), recuperagao
de petréleo (BANAT, 1995; BROWN; ROBINSON; SPRINGHAM, 1986; PESCE,
2002), biorremediacdo ( MINUCELLI et al., 2017; TANG et al., 2018), na industria de
alimentos como estabilizantes e emulsificantes (AKARI; AKARI, 1987; NITSCHKE;
COAST, 2007; NITSCHKE; SILVA, 2017), na inducéo de enzimas (LO; JU, 2009;
GROSS; SHAH, 2007) e na area da saude como antivirais, anticancer e
antinflamatoérios (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).

S&o aceitos e aprovados pela FDA (Food and Drug Administration) (GUPTA,
2012). Também exibem diversos efeitos terapéuticos, como agentes antitumorais,
anti-inflamatérias, antivirais e lise de microrganismos patogénicos da pele e cabelo
(BORSANYIOVA et al., 2015; DEY et al.,, 2015; DIAZ DE RIENZO et al., 2015;
MAGAR; ROTHLISBERGER; WZGNER, 1987), atuam como biopesticidas e agentes
antifingicos contra patdgenos de plantas e alimentos (YOO; LEE; KIM, 2005; SEN et
al., 2017). A atividade biol6gica antimicrobiana esta relacionada com mecanismos que
envolvem a alteracdo da permeabilidade de membranas celulares dos patégenos
(KITAMOTO; ISODA; NAKAHARA, 2002; SHAH et al., 2007; ZARAGOZA et al. 2009).

As formas lactonicas e acidicas de soforolipidios apresentam aplicacfes
especificas. A forma lactdnica tem sido utilizada como aditivo em xampus, sabonetes
e detergentes (ASHBY et al., 2013); em cosméticos, promove maior sintese de
colageno e estimula o metabolismo de fibroblastos, além de apresentarem melhores
propriedades de tensdo superficial e atividade antimicrobiana (GLENNS; COOPER,
2006). As formas acidicas tém sido descritas com efeito terapéutico em tratamentos
de pele, como agente hidratante, melhorando a solubilidade e formacédo de espuma
(PAULINO et al., 2016). A presenca de grupos acetil melhora a atividade antiviral e a
comunicacao celular, melhorando as propriedades bioldgicas e fisico-quimicas do
metabolito (SHAH et al., 2005)

3.4.1 Atividade Antifungica

A utilizacdo dos biossurfactantes como agente antifangico tem se mostrado
promissora (CHUNG et al., 2000; ABALOS et al., 2001). A atividade antifungica tem

sido apresentada para as classes dos glicolipidios, como ramnolipidios e soforolipidios
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(DEBODE et al., 2007; VARNIER et al., 2009), e para os lipopeptideos (TRAN et al.
2008), que inclui a surfactina, iturina e fengicina (VELMURUGAN et al., 2009;
ARGUELLES-ARIAS et al., 2009; CHEN et al., 2009; SNOOK et al.,, 2009;
MOHAMMADIPOUR et al., 2009; GROVER et al.2010).

Embora a acao contra fungos contaminantes em alimentos tenha sido pouco
estudada, existe um crescente interesse entre os consumidores em reduzir o uso de
produtos quimicos sintéticos e substitui-los por produtos de origem natural (BANNAT
et al., 2010; DAS et al.,, 2010). Diante dessa preocupacao, os soforolipidios se
destacam por possuirem baixa toxicidade e propriedades biolégicas e quimicas
particulares que ganham a atencdo dos pesquisadores. Entretanto, a atividade
antifingica dos soforolipidios depende de fatores como a sua forma molecular
(acidicas e lactbnicas), o0 microrganismo que o produz, a espécie de patdégeno e a
concentracédo utilizada (SHARMA; SAHARAN; KAPIL, 2016; ZHANG et al., 2017).

A acao antimicrobiana dos soforolipidios acontece devido ao mecanismo de
desestabilizacdo da membrana do microrganismo, o que leva a ruptura e aumento de
permeabilizacdo. Esse mecanismo esta relacionado com a diminuicdo da tenséo
superficial e interfacial de compostos e materiais, que dependem da natureza anfifilica
do metabdlito, ou seja, interacdes sinérgicas entre as porcdes da soforose e o acido
graxo gue produzem o efeito surfactante (VALOTTEAU et al., 2017; SEN et al., 2017).

As caracteristicas antifungicas de soforolipidios e ramnolipidios foram
avaliadas contra fungos patogénicos de plantas por Yoo et al. (2005) que observaram
gue 8 % do crescimento micelial de fitopatdégenos (Phytophthora sp. e Pythium sp.) foi
inibido por soforolipidios a uma concentracdo de 500 mg/L, e a motilidade zodsporo
de Phytophthora sp. diminuiu 80 % na presenca de 100 mg/L de soforolipidios. Para
a ruptrura do zoosporo foram necessérias concentracdes duas vezes superiores.

Sen et al. (2017) também avaliaram a atividade antifungica de soforolipidios
produzido por Rhodotorula babjevae YS3 e observaram efeito inibitério contra um
grupo amplo de fungos patogénicos, tais como: Colletotrichum gloeosporioides,
Fusarium verticilliodes, Fusarium oxysporum f. sp. pisi, Corynespora cassiicola e
Trichophyton rubrum. A atividade foi verificada através da concentracdo inibitoria
minima (CIM) de 62 pg/mL, 125 pg/mL, 125 pg/mL, 22000 pg/mL, e 21000 ug/mL,
respectivamente.

A acéo inibitéria de soforolipidios também foi observada contra biofilmes

fungicos. Haque et al. (2016) verificaram que os soforolipidios de S.bombicola
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MTCC1910 tiveram acéo inibitoria contra a formacéo de biofilme de Candida albicans
e efeito na reducdo da viabilidade de biofilmes pré-formados. Posteriormente, os
autores visualizaram em microscopia eletronica de varredura e microscopia confocal
de varredura a laser o efeito do soforolipidios na formacéo de filmes de C. albicans.

Yuan, Yang e Cheng (2012) estudaram a atividade antimicrobiana de
soforolipidios produzidos por Wickerhamiella domercgiae Y2A contra patdégenos que
causam podriddo em frutas in natura, Aspergillus niger, A. flavus, Penicillium, Botrytis
cinerea (Greymold) e Mucro. Os resultados mostraram que com a concentragédo de
2,0 g/L de soforolipidios, a taxa de inibicdo dos esporos foi superior a 75%. Quando a
concentracdo atingiu 4,0 g/L, a inibicdo foi superior a 85%, sendo quase completa
guando a concentracao utilizada foi 10,0 g/L, apresentando 95%.

Estes estudos demonstram o grande potencial desse biossurfactante como
agente antifungico alternativo, agindo como sanitizante, antimicrobiano ou germicida
em diversos setores industriais. Considerando a importancia do desenvolvimento de
novos agentes antimicrobianos contra fungos contaminantes da industria alimenticia,
as propriedades dos soforolipidios possuem grande potencial para aplicacao

industrial.

3.5 FILMES COMESTIVEIS

Filmes comestiveis sdo definidos como uma fina camada de material que
proporciona uma barreira contra umidade, oxigénio e aromas, sendo utilizados na
protecdo dos alimentos a fim de aumentar sua vida atil (McHUGH, 2000; CAO; FU;
HE, 2007). O filme pode ainda desempenhar uma acéo coadjuvante auxiliando na
manutencdo de textura e valor nutricional dos alimentos (ASSIS; BRITTO, 2014).

Diversos materiais tém sido investigados no desenvolvimento dos filmes
comestiveis, principalmente de fontes renovaveis (BAHRAM et al., 2014). Os
polissacarideos, proteinas, lipidios e derivados séao os mais utilizados, adicionados ou
nao de plastificantes, como o sorbitol e glicerol. Dentre os polissacarideos, o amido é
o biopolimero mais empregado na producéo dos filmes pelo seu baixo custo e elevada
disponibilidade (MALI et al., 2005).

Segundo Luvielmo e Lamas (2012), o amido de mandioca € uma matéria-

prima abundante com elevado potencial para elaboracao de filmes e revestimentos
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comestiveis, pois forma peliculas resistentes e transparentes, apresenta baixo custo
e proporciona uma barreira eficiente contra gases.

Estruturalmente, os granulos de amido sdo constituidos por amilose e
amilopectina, cuja proporg¢ao difere com base na fonte botéanica. O teor de amilose da
maioria dos amidos esta entre 20 e 30%, podendo variar, o que ira conferir
caracteristicas distintas para cada tipo de amido. A amilose é composta basicamente
por ligacdes (a1—4) de residuos de D-glicopiranose (HOOVER et al., 2010) e possui
excelente capacidade de formar filmes (CAMPOS et al., 2011). A amilopectina
constitui-se de uma grande molécula ramificada, composta de ligacfes lineares
(a1—4) e ligagdes ramificadas (a1—6) de D-glicopiranose (HOOVER et al., 2010).

Os filmes comestiveis podem ser produzidos de diversas maneiras, sendo as
principais por extrusdo e técnica de casting (FENG et al., 2016; GHANBARI et al.,
2018). O filme de amido pode ser obtido através da solubilizacdo do polimero em
solvente, geralmente agua, sob temperaturas entre 65 e 100 °C, ocorrendo a
gelatinizagdo (desestruturacdo dos granulos nativos) e a formacdo da matriz
polimérica do filme (KIM; JANE; LAMSAL, 2017; ZHONG et al., 2009).

A gelatinizacdo do amido é o processo da quebra das ligacdes de hidrogénio
gue ocorrem entre as cadeias de amilose e amilopectina, no qual os granulos incham,
dependendo da quantidade de agua disponivel (CARVALHO, 2008). Assim, apos a
producdo de uma solucédo formadora de filme, coloca-se sobre uma base para a
secagem (KIM; JANE; LAMSAL, 2017). A espessura do filme dependerad da
guantidade de suspensao inserida sobre o suporte e da quantidade de solidos
empregados na formulacdo da solucdo filmogénica. Apés a secagem e completa
evaporacao do solvente, o suporte com o filme deve ser armazenado em umidade
relativa controlada para padronizacdo das condi¢cdes de caracterizacdo do material
(MARTINEZPARDO et al., 2017).

Apbs a gelatinizacdo do amido, aditivos podem ser incorporados, tais como
enzimas, prebioticos e aromatizantes, que visam melhorar a qualidade e
caracteristicas sensoriais dos alimentos (BERSANETI et al., 2016; LUVIELMO;
LAMAS, 2012). Assim como ingredientes que contenham agentes antimicrobianos e
antioxidantes a fim de melhorar a protecdo que o filme ja fornece, acarretando
aumento da shelf-life do produto (JIMENES et al., 2012).

Trabalhos com o0 uso de agentes antimicrobianos incorporados aos filmes

biodegradaveis tém se destacado (BAHRAM et al., 2014). Isso porque o0 aumento da
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exigéncia do consumidor por alimentos naturais, saudaveis e sem adicdo de
ingredientes quimicos, faz com que haja modificacdes e investimentos em tecnologias
nas industrias, garantindo assim um produto similar ao in natura para o consumidor
final (POSSER, 2016). Diante disso, diferentes antimicrobianos foram testados em
filmes comestiveis, como biossurfactantes e 0leos essenciais.

Maniglia et al. (2019), testaram filmes comestiveis de amido de mandioca com
propriedades tensoativas, preparados com a utilizacdo do biossurfactante
manosileritritol lipidio (MEL) e surfactante sintético dodecil-sulfato de sédio (SDS). O
estudo demonstrou que os filmes contendo MEL tiveram maior solubilidade e
permeabilidade ao vapor de agua, e foram mais flexiveis quando comparados com os
filmes contendo SDS e com o padrdo de amido, pois os filmes contendo somente SDS
em sua composi¢ao apresentaram maior rigidez, sendo mais resistentes a ruptura,
com menor solubilidade e permeabilidade ao vapor de 4gua. Ambos os surfactantes
apresentaram efeitos antimicrobianos, entretanto os autores relataram que o filme
contendo SDS apresentaram halos de inibicdo bem definidos contra bactérias gram
positivas, como Weissella viridescens e Staphylococcus aureus enquanto os filmes de
amido contendo MEL néo apresentaram halos de inibicdo definidos.

Adetuniji et al. (2018) avaliaram a associacao de quitosana e ramnolipideo em
revestimentos comestiveis a fim de prolongar a vida 0til de laranjas. Os autores
concluiram que o tratamento combinado de ramnolipideo com quitosana analisados
em oito semanas retardou significativamente o amadurecimento, a perda de vitamina
C e firmeza da laranja. A acao antimicrobiana do filme também foi testada através do
armazenamento das laranjas revestidas por um periodo de oito semanas. Durante a
primeira semana, os tratamentos reduziram o crescimento de bactérias mesdfilas e
apos as oito semanas foram reduzidas as contagens de leveduras e bolores quando
comparado ao controle, ou seja, todos os tratamentos testados reduziram
significativamente o crescimento microbiano nas laranjas durante o armazenamento.

Revestimentos comestiveis de quitosana com nanoemulsdes de timol foram
produzidos com o intuito de avaliar a atividade antifingica contra B. cinerea através
de revestimento em tomates cerejas. Os revestimentos contendo nanoemulsao de
timol apresentaram uma estrutura porosa e heterogénea. Os tomates cereja foram
revestidos e armazenados a 5 ° C por 7 dias e seu uso levou a inibicdo do crescimento
do fungo B. cinerea no 7° dia, o0 que pode estar relacionado a liberacdo controlada de
timol do filme para o fruto (ROBLEDO et al., 2018).
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Song, Zuo e Chen (2018) desenvolveram filmes de amido de milho e trigo
incorporados com Oleo essencial de limdo e dos surfactantes Span 80 e Tween 80.
Os filmes com Oleo essencial de limdo demonstraram uma diminuicdo da
permeabilidade a vapor de agua, da solubilidade e das propriedades mecanicas,
porém apresentaram atividade antimicrobiana contra Escherichia coli e
Staphylococcus aureus. Ja os filmes com 6leo essencial de limdo em conjunto com
surfactante (Span 80 ou Tween 80) aumentaram significativamente a atividade
antimicrobiana contra os microrganismos testados e a solubilidade concluindo que os
filmes compostos pelos dois ingredientes ativos possuem boas propriedades para
futuras aplica¢cBes industriais.

Escamilla-Garcia et al. (2017) desenvolveram filmes comestiveis com matriz
de quitosana com zeina, acrescidos de trés 6leos essenciais: anis, laranja e canela.
A atividade antifangica dos filmes foi testada pelo método de disco difusdo com
concentracdo de 15,6 ppm. e todos os filmes com adicdo dos 6leos essenciais
apresentaram halos com efeitos inibitérios contra Rhizopus sp. e Penicillium sp..

A industria alimenticia apresenta um grande apelo no que diz respeito a
inovacao que possa ser voltada ao consumidor, como a busca filmes e revestimentos
comestiveis com o intuito de agregar valor ao produto aumentando sua vida util e mais
gue isso auxiliando na preservacao do meio ambiente (TRAVALINI, 2019).

Considerando as vantagens e aplicagdes dos biossurfactantes como agentes
antimicrobianos, a experiéncia do nosso grupo de pesquisa da area, com os estudos
de producéo, caracterizacdo e aplicacbes dos soforolipidios em biorremediacéo e
acao antimicrobiana (MINUCELLI et al., 2017; SILVEIRA et al., 2019), e o pequeno
namero de publicacdes disponiveis quanto ao uso desse metabdlito contra fungos
deteriorantes de alimentos, essa pesquisa tem o objetivo de estudar a aplicacdo dos
soforolipidios produzidos por Starmerella bombicola, contra fungos contaminantes da
industria alimenticia, e desenvolver um filme como uma alternativa inovadora para

evitar perdas pela contaminac&o microbiana.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

4.1.1 Microrganismos

Para a producdo de soforolipidios foi utilizada a levedura Starmerella
bombicola obtida da American Type Culture Collection (ATCC), Manassas, USA. Para
os testes da acdo antifingica in vitro foram utilizadas as cepas: Aspergillus flavus,
Aspergillus melleus, Aspergillus ochraceus, Aspergillus parasiticus, Aspergillus niger,
Fusarium oxysporum, Brotrytis cinerea e Rhizopus spp., cedidas pelo Departamento
de Microbiologia da Universidade Estadual de Londrina.

4.1.2 Meios de Cultura

4.1.2.1 Meio de preservacao, ativacao e pré-indculo para Starmerella bombicola

Meio de preservacdo em g/L: glicose 10, extrato de levedura 3, peptona 5,
extrato de malte 3 e agar 20.

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

Meio de pré-inéculo em g/L: glicose 77,5, extrato de levedura 2,5 e acido
oleico 75 (MINUCELLI et al., 2017).

4.1.2.2 Meio de fermentacao
Glicose e acido oleico nas concentragdes estabelecidas no planejamento Box

Behnken 33 (Item 4.2.3.1) e extrato de levedura a 6 g/L (concentracdo definida em

experimentos prévios pelo grupo).

4.1.2.3 Meios para 0s ensaios de atividade antifingica

Todas as cepas foram inicialmente cultivadas em meio agar batata dextrose

(ABD). Para a concentragdo inibitéria minima (CIM) foi utilizado meio RPMI 1640
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(contendo glutamina, vermelho fenol, sem bicarbonato de sodio; Sigma Aldrich®)
tamponado com acido 3-(n-morfolino) propanosulfénico (MOPS; INLAB Sao Paulo,
Brasil) com pH de 7,2 - 7,4; para o teste de diluicdo em agar foi utilizado o meio agar

sabouraud dextrose (ASD).

4.2 METODOS

4.2.1 Preservacao e Inoculo da Starmerella bombicola

A levedura foi mantida criopreservada em 25 % glicerol a - 80 ° C (GAO et al.,
2013). A manutencéo da cepa foi realizada em placas de Petri, sendo os repiques
realizados a cada quatro semanas e mantidos sob refrigeracéo a 4 °C. O in6culo foi
preparado em frascos Erlenmeyers de 125 mL com 25 mL de meio adicionado de 2
alcas de platina com o microrganismo, sendo incubados em shaker a 30 ° C, 150 rpm
por 48h. Os cultivos foram interrompidos por centrifugacéo a 4° C, 9.000 rpm por 15
minutos. O sobrenadante foi descartado e as células ressuspensas em 5 mL de
solucdo salina (NaCl 0,9 %). O in6culo foi padronizado em 0,5 g/L de células,

relacionada a absorbancia em 600 nm com a curva de biomassa em g/L.

4.2.2 Avaliacdo do Acido Oleico e Glicose na Producéo de Soforolipidios por S.
bombicola

O efeito do acido oleico e glicose na producédo de soforolipidio foi realizado
utilizando um planejamento Box Behnken 3% com 8 combinacdes, trés repeticdes no
ponto central, consistindo em 11 ensaios (Tabela 4). As variaveis testadas foram (X1)
acido oleico (125, 188 e 251 g/L) e (X2) glicose (100, 150 e 200 g/L). As variaveis
codificadas e decodificadas estédo na Tabela 3. As fermentac¢des foram realizadas em
fracos Erlenmeyer de 125 mL contendo 25 mL dos diferentes meios de fermentacéo,

a 150 rpm e 30 °C por 120 h. A variavel resposta foi soforolipidios g/L.
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Tabela 3. Planejamento Box Behnken 32 para avaliacdo do acido oleico e da glicose
na producgéo de soforolipidios por S. bombicola

Variaveis

Variaveis Codificadas Decodificadas

. Oleico Glicose
Ensaios X1 X2 (/L) (/L)
1 -1 -1 125 100
2 -1 0 125 150
3 -1 1 125 200
4 0 -1 188 100
5 0 1 188 200
6 1 -1 251 100
7 1 0 251 150
8 1 1 251 200
9 0 0 188 150
10 0 0 188 150
11 0 0 188 150

4.2.3 Fermentacdo em Biorreator de Bancada

A melhor condigéo obtida pelo planejamento foi transferida para um biorreator
de bancada modelo FerMac 320 (Electrolab Biotech Ltda.) com capacidade de 5,0 L
e com volume operacional de 3,5 L. O in6culo foi padronizado em 0,5 g/L de células.
As condicfes do reator foram agitacdo de 450 rpm, oxigenacdo de 1 vvm, pH foi
controlado em 3,5 apos 48 h até 120h (SILVEIRA et al, 2019). Amostras foram
coletadas a cada 24 h, centrifugadas a 9.000 rpm por 15 min a 4 °C. Nas amostras
foram quantificados os soforolipidios, o crescimento celular e o consumo de

substratos.

4.2 4 Determinacao da Biomassa

Foi realizada uma curva a partir do cultivo da S. bombicola por 48 ha 30°C e
150 rpm. Apéds o crescimento celular, o meio foi centrifugado a 9.000 rpm por 15 min
a 4 °C e as células ressuspendidas em 5 mL de solucdo salina 0,9 % (m/v). Uma
aliquota de 1 mL foi submetida a uma série de diluicdes que foram submetidas a
espectrofotometria a 600 nm. Simultaneamente, trés aliquotas de 1 mL foram

distribuidas em recipientes de aluminio previamente tarados e encaminhados a estufa
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(70°C), até atingir peso constante. Em seguida, foi desenvolvido o gréfico
correlacionando os valores da absorbéancia x peso seco (g/L) encontrando o fator de

calibragao.

4.2.5 Extracdo e Quantificacdo dos Soforolipidios

Os sobrenadantes das fermentacdes foram submetidos a extracdo com
acetato de etila (1:1), formando duas fases: fase aquosa (descartada) e fase organica,
contendo os soforolipidios e o acido oleico residual, que em seguida foi
rotaevaporada. A fracdo organica obtida foi encaminhada para uma nova extracao
com os solventes hexano (1:1) para a remocao da fracao lipidica e metanol:agua (4:1)
para extracdo dos soforolipidios brutos. Apds evaporacdo do metanol, o0s
soforolipidios brutos foram submetidos a trés extracdes em funil de separagdo com
acetato de etila e agua (3:1) por 40 minutos a 4 °C para eliminacdo de possiveis
acucares residuais. Posteriormente, os soforolipidios foram secos em estufa, para
total eliminacdo do solvente e entéo liofilizados (MINUCELLI et al., 2017).

A quantificacéo dos soforolipidios foi realizada por método gravimeétrico e por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em comparacdo com o padrao 1',4"-
sophorolactona 6', 6"—diacetato (Sigma Aldrich, USA), utilizando detector de arranjo
de iodo, coluna Shim-pack CLC-ODS(M)® C18 da Shimadzu (4,6 x 250 mm; 4,6 mm;
12 nm) e fase movel em gradiente composto por 30 % de acetonitrila e 70 % de agua
por 5 minutos, aumentando para 80 % de acetonitrila e 20 % de agua por 50 min
(MINUCELLI et al., 2017; HU; JU, 2001; WADEKAR et al., 2012).

4.2.6 Determinacdo de Substratos Residuais

Ao final da fermentagdo, a glicose e o acido oleico residuais foram
guantificados pelos métodos de Somogyi-Nelson (NELSON, 1944; SOMOGY!I, 1945)

e gravimétrico, respetivamente.

4.2.7 Caracterizacao do Soforolipidios

Os soforolipidios obtidos ao final da fermentacdo foram separados e

liofiizados para posterior determinagcdo estrutural. Para isso foi utilizado
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Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, espectroscopia de Infravermelho com

Transformada de Fourier e espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear.

4.2.7.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Foi feita a comparacdo com o padrao 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 250 mm; 4,6 mm; 12 nm) e fase movel
em gradiente composto por 30 % de acetonitrila e 70 % de &gua por 5 min,
aumentando para 80 % de acetonitrila e 20 % de agua por 50 min (HU; JU, 2001,
WADEKAR et al., 2012).

4.2.7.2 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A identificacdo e caracterizacdo dos grupos funcionais dos soforolipidios foi
feita por FTIR no espectrémetro IR Prestige 21 (Shimadzu) equipado com o software
OriginPro 8.0. Apos a purificacdo, 1 mg dos soforolipidios foram misturados com 100
mg de KBr e pressurizados a 7.500 Kg por 30 segundos para obtencéo de pastilhas
translicidas. As leituras foram conduzidas em transmitancia, sistema com resolucéo
de 2 cm?, faixa de 400-4000 cm com 32 scans (CHANDRAN; DAS, 2011).

4.2.7.3 Espectrometria de ressonancia magnética nuclear (RMN)

A andlise estrutural dos soforolipidios foi verificada por Espectrobmetro de
RMN Bruker Mod. Avance IIl operando a 400 MHz para *H equipado com uma sonda
multinuclear inversa (BBI) de 5 mm. As amostras purificadas de soforolipidios foram
analisadas utilizando os métodos *H e 13C e espectros bidimensionais HSQC e HMBC.
O sistema de solvente foi cloroformio deuterado 0,05 % v/iv TMS e o espectro foi

expresso por ppm a partir do padrdo de referéncia interno.

4.2.8 Avaliacéao do Potencial Antifangico do Soforolipidios

A avaliacdo da atividade antifungica do soforolipidios de S. bombicola foi
realizada pela concentracdo inibitéria minima, método de diluicdo em agar e a

alteracdo da estrutura foi verificada por microscopia eletrdnica de varredura.
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4.2.8.1 Concentracao inibitoria minima (CIM)

Foi realizada pelo método de microdiluicdo em caldo em placa de 96 pocos
de acordo com o documento M38-A2 do CLSI (2008), com adaptagbes. As
concentracfes de soforolipidios testadas foram de 1.800 ug/mL a 7,03 ug/mL. Meio
contendo apenas soforolipidios foi utilizado como controle.

As cepas Aspergillus flavus, A. melleus, A. ochraceus, A. parasiticus, A. niger,
Fusarium oxysporum e Botrytis cinerea, foram previamente cultivadas em meio ABD
a 30 °C por 5 dias e Rhizupus spp. por 24 h. As suspensdes fungicas foram
preparadas em solucdo tampao fosfato-salino (PBS), foi realizada a contagem em
camara hematocitométrica e ajustado o in6culo para 10* de esporos/mL em meio
RPMI 1640 e adicionadas aliquotas de 100 pL da suspenséo fungica em cada poco,
incubada a 30 °C por 24 h para a leitura visual do Rhizopus spp. e por 48 h para a
leitura visual dos demais fungos.

A CIM foi definida como a menor concentracéo de soforolipidio capaz de inibir

o crescimento fungico.

4.2.8.2 Concentracdo fungicida minima (CFM)

A concentracdo fungicida minima foi determinada de acordo com Espinel-
Ingroff et al. (2002). Foram retirados 10 uL dos pocos (teste CIM) onde a inibicdo do
crescimento dos fungos foi completa, transferidas e cultivadas em placas com ABD
por 72 h a 30 ° C. O CFM foi definido pela menor concentracdo dos soforolipidios
capazes de produzir efeito fungicida ou fungistético.

4.2.8.3 Método de diluicao em agar

O desenvolvimento micelial dos fungos foi determinado em triplicata por teste
de diluicdo em &gar. Em placas de Petri de 60 mm, foram adicionados 9 mL de meio
ABD e 1 mL de soforolipidios em diferentes concentragées (1800 pg/mL a 112,5
pg/mL). Apos solidificar, foi adicionado no centro de cada placa um disco de 7 mm de
didmetro dos micélios fungicos anteriormente cultivados em meio ABD por 24 h em
estufa a 28 + 2 °C. As placas foram incubadas em estufa por 48 h e 24 h para o

Rhizopus spp. Placas contendo apenas meio ABD e os fungos sem soforolipidios
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foram utilizadas como controle. O halo de crescimento micelial foi medido com
paquimetro e o0s tratamentos comparados com o controle para afericdo da

porcentagem de inibig&o.

4.2.9 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As amostras das colonias fungicas do teste de diluicdo em agar foram
utilizadas para a microscopia. Para o teste de diluicdo em &gar, foram cortados discos
de 7 mm de diametro, entre o limite de crescimento e o meio de cultura, colocados em
placas de 24 pocos contendo 2,5 % de glutaraldeido, 2 % de paraformaldeido em
tampéao de cacodilato de sédio 0,1 M (pH 7,2), mantidos a 4 °C, overnight (16-18 h).

ApOs esse periodo as amostras foram lavadas com tampéo cacodilato de
sédio 0,1 M (pH 7,2) trés vezes por 10 minutos, seguido de pés fixacdo em OsO4 a 1
% por 30 minutos. As amostras foram desidratadas seriadamente em alcool etilico (30
%, 50 %, 70 %, 90 %) durante 10 min e a concentracdo etilica de 100 % foi
administrada trés vezes por 10 min. As amostras foram levadas ao ponto critico em
CO2 (BALTEC CPD 030 critical point dryer), revestidas por ouro (BALTEC SDC 050
Sputter Coater) e observadas em Microscépio Eletrénico de Varredura (FEI Quanta
200) operando a 30 kV.

4.3 PRODUCAO DOS FILMES DE AMIDO COMESTIVEIS

Os filmes foram obtidos a partir do preparo de uma solucao filmogénica com
adicdo de amido de mandioca (Yoki® Paranavai-PR), soforolipidios e glicerol nas
concentracdes descritas na Tabela 4, pelo método de casting (SIPOS et al., 2008;
TARANTILI; KOUMOULOS, 2008), empregando agua como solvente. Foram
preparadas quatro formulagcbes de solucdo filmogénica com variacdo das
concentracbes de soforolipidios, empregando 3 % (m/v) de solidos. Em todas as

formulacdes 20 g de glicerol/100 g de solidos foram adicionados como plastificante.



39

Tabela 4. Formulacfes para o desenvolvimento dos filmes comestiveis a base de
amido de mandioca com adicdo de soforolipidios de S. bombicola nas
concentracdes de 2, 5 e 10% com volume total final de 400 g.

Amido Soforolipidios Glicerol Agua

Formulacdes (9) 9) (9) (9)
AM-PURO 12,00 - 2,40 385,6
AM-SLP (2 %) 11,76 0,24 2,40 385,6
AM-SLP (5 %) 11,40 0,60 2,40 385,6
AM-SLP (10 %) 10,80 1,20 2,40 385,6

AM: amido de mandioca (yoki®); SLP: soforolipidios de S. bombicola

O amido, o glicerol e a agua foram aquecidos a 90 °C com agitacdo constante
(7 a 8 min) até obter uma solucdo homogénea, em seguida foram adicionadas a cada
formulacdo as quantidades estabelecidas dos soforolipidios. Apdés completa
homogeneizacéo, as solu¢cdes foram sonicadas (Unique USC-1800) durante 10 min
para completa eliminacdo das bolhas formadas no processo. Em seguida, foram
colocadas 30 g de cada formulacdo em placa de Petri de acrilico 60 mm para secagem
em estufa de circulacdo de ar a 30 °C, por aproximadamente 24 h, até a formacéo dos
filmes. Os filmes selecionados foram acondicionados em BOD com 58 % de umidade

relativa (UR) e 25 °C até o momento da realizac@o das analises de caracterizacao.

4.3.1 Caracterizacao dos Filmes

4.3.1.1 Espessura

As espessuras dos filmes foram determinadas pelo Micrémetro (Mitutoyo -

Japao), a partir de trés pontos escolhidos aleatoriamente na superficie de cada filme.

4.3.1.2 Espectroscopia no infravermelho com transformada no Fourier (FTIR)

A analise foi conduzida em aparelho Shimadzu FTIR-8300 (Japdo) com
resolucdo de 4 cm™, utilizando uma escala de 4000 a 500 cm™. As amostras foram
incorporadas ao Brometo de Potassio (KBr) e pressurizadas para a producdo das
pastilhas. Os resultados foram integrados pelo programa Shimadzu Hyper IR. As
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analises foram realizadas no Laboratério de Espectroscopia (ESPEC) da Central

Multiusuario de Laboratérios de Pesquisa da Universidade Estadual de Londrina.

4.3.1.3 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

Para as analises de DSC, cerca de 10 mg de cada amostra foram colocados
em cadinho de aluminio com tampa furada e submetidos a programa de aquecimento
controlado. Os ensaios foram realizados no equipamento Netzsch (modelo DSC-204
- Japao), em uma atmosfera com fluxo de nitrogénio gasoso de 10 mL/min. A amostra
de soforolipidios foi aquecida de 30 a 325 °C e as amostras de filme de 20 a 100 °C a
uma taxa de aquecimento de 10 °C/min.

As andlises foram realizadas no Laboratério de Espectroscopia (ESPEC) da
Central Multiusuario de Laboratérios de Pesquisa da Universidade Estadual de

Londrina.

4.3.1.4 Solubilidade em agua

As analises foram realizadas de acordo com o método de Gontard, Guilbert e
Cuq, (1992). As amostras (duplicata) foram cortadas em corpos de prova com 3x3 cm
e secas em estufa com circulacéo de ar (Marconi, Brasil) a 60 °C por 24 h. Em seguida,
foram pesadas para determinar o peso seco inicial e mergulhadas em Erlenmeyers de
250 mL contendo 80 mL de agua destilada. Os frascos foram vedados e
encaminhados para incubadora orbital (Shaker Marconi MA 420), a 50 rpm, 25 °C por
24 h. Apés este periodo, as amostras foram removidas cuidadosamente e secas em
estufa com circulacdo de ar por 24 h a 60 °C, para determinar a massa do material
nao solubilizado (peso final). A solubilidade foi expressa por porcentagem de material

seco solubilizado conforme a equagéo:

Solubilidade (%) = ((mi-mf)/mi)*100 (1)

Onde, ms &€ a massa final da amostra e mi € a massa inicial da amostra, ambos

em base seca.
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4.3.1.5 Permeabilidade ao vapor de agua (PVA)

Foi determinada gravimetricamente de acordo com as normas da American
Society for Testing and Materials (ASTM E96-95 1996) com modificacdes. Cada
amostra (duplicata) foi colocada em uma capsula de permeabilidade e seu interior foi
parcialmente preenchido com CacClz anidro, de modo a se obter 0% de UR no interior
destas capsulas, que foram seladas para garantir que a transferéncia de vapor de
agua ocorresse exclusivamente através do filme. O conjunto (cdpsula + filme) foi
pesado em tempo zero e armazenado em dessecador a temperatura ambiente,
contendo em seu interior uma solucdo saturada de NaCl que proporcionou um
ambiente com 75% de UR. Apds um periodo de equilibrio de 2 h as células foram
pesadas em intervalos regulares durante 24 h. A mudanca de massa da capsula de
permeacéao foi registrada e o ganho de massa (g) foi inserido em um grafico em funcao
do tempo (t). Da reta obtida por regressao linear foi determinado o coeficiente angular

e calculada a taxa de permeabilidade ao vapor de dgua (TVA):

-8
TVA=7C (2)

Onde, g/t é o coeficiente angular da reta (regresséao linear) e A é a area de
permeacdo (m?2) da capsula. Em seguida, a permeabilidade ao vapor de agua (PVA)

foi calculada utilizando a seguinte equagao:

TVA.m
AP

PVA = (3)

Onde, m é a espessura média do filme (m?), AP ¢é a diferenga de pressao de
vapor de 4gua do ambiente contendo CaClz anidro (0% de UR) e solucéo saturada de
NaCl (75% de UR).

4.3.1.6 Propriedades mecanicas

As propriedades mecéanicas dos filmes foram determinadas utilizando
texturbmetro TA TX2 de acordo com as Normas da ASTM (D882-91, 1996). Os filmes
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foram cortados (24,4 x 100 mm) e ajustados entre as garras pneumaticas do
equipamento. A distancia entre as garras foi de 50 mm e a velocidade de tracao de
500 mm/min. Foram determinadas as seguintes propriedades de tragao: resisténcia
méaxima a tracdo (MPa) e elongagdo na ruptura (%), calculadas pelas equacdes a

sequir:

Resisténcia méxima a tracao =

Onde, Fmax é a forca maxima (N) registrada no equipamento e Amin € a area

minima inicial da amostra (m?2).
« At
Elongacéo da ruptura = DG (5)

Onde, AT é a elongacéo total da amostra até a ruptura (m) e o DG € a distancia

inicial entre as garras (m).

4.3.1.7 Microestrutura

A analise de microestrutura foi realizada por microscopia eletrbnica de
varredura - MEV (modelo FEI Quanta 200). Para verificar a estrutura dos filmes, as
amostras foram imersas em nitrogénio liquido e submetidas a um congelamento
rapido, depois foram fraturadas com auxilio de uma pinca e secas em estufas por
cinco dias a 50 °C. ApGs estes procedimentos as amostras secas foram revestidas de
ouro por um Sputter Coater (BAL-TEC SCD 050) e avaliadas com voltagem de
aceleracdo de 30.0 kV.

4.4 ANALISES ESTATISTICAS

As analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do programa
STATISTICA 7.0 (STATISTICA Inc. Tulsa — USA, 2004). Os resultados do
planejamento estatistico foram submetidos a analise de variancia com nivel de
significancia de 0,05, e metodologia de superficie de resposta. Para PVA e

propriedades mecanicas dos filmes foi realizado o teste de Tukey (p < 0,05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos estdo apresentados em forma de uma patente, um
capitulo de livro e dois artigos cientificos.

5.1 — Patente protocolada: “Processo de separacdo das formas acidicas e

lactbnicas dos soforolipidios produzidos por uma cepa de Starmerella”.

5.2 — Capitulo de livro publicado: Inovacdo em Ciéncia e Tecnologia de

Alimentos, Ed. Atena.

5.3 — Artigo 1: “Aplicagéo de soforolipidios de Starmerella bombicola contra
fungos contaminantes de alimentos”, que sera submetido ao periédico Biocatalysis

and Agricultural Biotechnology.

5.4 — Artigo 2: “Avaliagdo de um novo filme comestivel com amido de
mandioca acrescido de soforolipidios lacténicos de Starmerella bombicola”, que sera

submetida ao periddico Carbohydrate Polymers

5.1 PATENTE

Titulo: “Processo de separacdo das formas acidicas e lactonicas dos soforolipidios
produzidos por uma cepa de Starmerella”

Autores: Maria Antonia Pedrine Colabone Celligoi, Amanda Hipdlito, Victoria Akemi
Itakura Silveira, Gabrielly Terassi Bersaneti, Ismael Rodrigues Amador e Fernando

Cesar de Macedo Junior.
Protocolada em: 17/ 10/ 2019 (processo BR 10 2019 026810 7)

Resumo: A invencao refere-se a uma nova técnica de separacdo das estruturas
lactbnicas e acidicas dos soforolipidios, para direcionar as futuras aplicagfes
industriais. Os soforolipidios utilizados na técnica foram produzidos por uma cepa de
Starmerella, extraido e liofilizado. A amostra foi solubilizada em 100 mL de agua

destilada e corrigida para pH 11 com NaOH (1 M). A amostra foi submetida a funil de
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separacao, com adicao de acetado de etila, obtendo a fase orgéanica lactonica e a fase
aguosa. Essa fase foi ajustada a pH 2 com HCI (1 M), e submetida a uma nova
extragcdo, com adicdo de acetado de etila, obtendo na fase organica a estrutura
acidica. As fases orgéanicas lactbnica e acidica foram submetidas a identificacéo
estrutural através de cromatografia de camada delgada (CCD), cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) e espectroscopia por ressonancia magnética nuclear (RMN).
Os resultados encontrados nessa invencao demonstram uma nova metodologia de
separacdo, de estruturas acidicas e lactbnicas, dos soforolipidios da cepa de
Starmerella, essa técnica demonstrou ser eficaz e viavel, pela facilidade metodoldgica,

baixo custo de operacéo e especificidade para futuras aplicacdes industriais.

5.2 CAPITULO DE LIVRO

Titulo do livro: Inovagdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos

Titulo do capitulo: Perspectivas de aplicacao de soforolipidio microbiano na industria
de alimentos. ISBN 978-85-7247-698-0 — Doi: 10.22533/at.ed.980190910

Autores: Christiane Aparecida Urzedo de Queiroz, Victéria Akemi Itakura Silveira,

Amanda Hipdlito, e Maria Antonia Pedrine Colabone Celligoi

Publicado em: Atena Editora, 2019.

Resumo: Devido a crescente preocupacdo ambiental, a procura por alternativas de
produtos naturais que possam ser utilizados como aditivos alimentares tém
aumentado, abrindo uma nova oportunidade aos surfactantes produzidos por
microrganismos. O soforolipidio é um biossurfactante produzido principalmente pela
levedura Starmerella bombicola, que se destaca por apresentar alta produtividade. O
soforolipidio tem capacidade emulsificante, atividade antimicrobiana e antiadesiva,
gue sao caracteristicas com potencial para aplicacao na industria de alimentos. Sendo
assim, o objetivo dessa revisdo foi descrever a producdo e caracterizacdo de

soforolipidios e as potenciais aplicacdes na industria de alimentos.

5.3ARTIGO 1

Aplicacéo de soforolipidios de Starmerella bombicola contra fungos

contaminantes de alimentos
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Resumo

A deterioracdo dos alimentos por microrganismos acarreta enormes perdas econdmicas para a
indUstria e causam riscos a saude humana e animal, abrindo espa¢o para o desenvolvimento de
antimicrobianos de origem natural. Soforolipidios pertencem a uma classe de biossurfactantes
produzidos por Starmerella bombicola, que apresenta potencial aplicacdo em diversas areas
industriais, com destaque para acao antimicrobiana. O objetivo deste trabalho foi produzir,
caracterizar e aplicar os soforolipidios de S. bombicola contra fungos contaminantes de
alimentos Aspergillus flavus, Aspergillus melleus, Aspergillus ochraceus, Aspergillus
parasiticus, Aspergillus niger, Fusarium oxysporum, Brotrytis cinerea e Rhizopus spp. A
producdo de soforolipidios foi avaliada em glicose e acido oleico e a melhor condi¢édo foi
transferida para um biorreator atingindo 67 g/L com uma produtividade 0,56 g/L h'* em 120 h,
com predominancia estrutural da forma lacténica. Os soforolipidios demonstraram atividade
antifingica contra todos os fungos testados e se configura como uma alternativa para aplicacGes
industriais, como um agente sanitizante inovador, reduzindo a deterioracdo microbiana dos
principais alimentos.

Palavras-chave: Patdgenos de alimentos, atividade antifangica, soforolipidios, caracterizacao
estrutural.
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1. Introdugéo

Ao longo do armazenamento, os alimentos estdo sujeitos as alteragdes
microbiologicas, fisicas e quimicas (Cauvain e Young, 2007). Tais alteracbes estdo
relacionadas com parametros intrinsecos e extrinsecos como, a temperatura de estocagem,
umidade, pH, embalagem, atividade de &gua do produto, entre outros. Alimentos como, pées,
frutas, hortalicas e produtos agricolas, ttm como principal forma de deterioracéo a de origem
microbiologica, principalmente por fungos (Oliveira et al., 2015), acarretando em perdas nas
indUstrias devido a aparéncia indesejavel, alteracGes nas caracteristicas sensoriais € riscos a
salde do consumidor devido a producéo de micotoxinas (Baert et al., 2007; Souza et. al, 2017).

As principais espécies deteriorantes incluem fungos dos géneros Aspergillus,
Fusarium, Rhizopus e Botrytis (Anfossi et al., 2016; Njobeh et al., 2010; Terzi et al., 2014). Os
fungos do género Aspergillus estdo associados com a deterioragdo em produtos agricolas na
pos-colheita, apresentando crescimento na superficie dos alimentos com coloragdo verde, azul,
preta ou amarelada (Pitt e Hocking, 2009). O género Fusarium esta associado a podridao de
raizes, milhos e frutas, apresentando esporulacdo alaranjada e amarela (Menezes et al., 2010;
Gordon et al., 2015). Ambos os géneros possuem fungos produtores de micotoxinas, sendo
aflatoxinas, ocratoxina A e fuminosina as mais expressivas (Soares, Abrunhosa e Venancio,
2017). O género Rhizopus é responsavel por causar podriddo em alimentos de origem vegetal e
apresentam rapida multiplicacdo com bolores esverdeados (Gava et al., 2008; Pitt e Hocking,
2009). Os fungos do género Botrytis causam deterioracdo em uma ampla variedade de frutas,
hortalicas e culturas ornamentais, provocada por mofos densos de cor cinza (Walker et al.,
2011; Plesken et al., 2015).

Devido a essas contaminacdes, o desenvolvimento de novos agentes antifingicos € de
grande importancia, pois, além do uso excessivo de agroquimicos, existem fungos resistentes
aos biocidas atuais. Diante disso, os biossurfactantes tem recebido grande atencéo visto que
apresentam vantagem frente aos surfactantes sintéticos como, melhor compatibilidade
ambiental, permitindo diversas aplicaces industriais e biotecnolédgicas (Souza et al., 2018;
Naughton et al, 2019).

Uma das classes mais promissoras de biossurfactantes sdo os soforolipidios,
classificados como glicolipidos extracelulares e produzidos por diversos microrganismos,
destacando a Starmerella bombicola. Sdo constituidos por um dissacarideo soforose (2°-O-f-
D-glicopiranosil-1-B-D-glicopiranose), ligado a uma cadeia de acido graxo terminal (®) ou sub-

terminal (w-1), geralmente com 16 ou 18 carbonos (Ashby e Solaiman, 2010; Roelants et al.,


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160518308894#bb0005
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160518308894#bb0190
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160518308894#bb0245
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2016.02075/full#B31
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2016.02075/full#B31
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2016.02075/full#B25
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2019). Durante a producdo, dois congéneres principais sdo formados, estrutura acidica e
lactbnica. Os soforolipidios também podem dispor de variacdes de acetilagdes na porcédo
soforose além de hidrogenacdo e insaturacdo na cadeia de acido graxo (Asmer et al., 1988;
Cavalero e Cooper, 2003; Diaz de Rienzo et al., 2015).

Essas moléculas exibem inumeras aplicacBes industriais, como agente de limpeza,
biorremediagdo, formulagBes de cosméticos, estabilizante e emulsificante na industria de
alimentos, acdo anticancer, antiviral e anti-inflamatoria na area da sadde e tem se destacado por
suas propriedades antimicrobianas e antifungicas (Morya et al., 2013; Minucelli et al., 2017;
Nitschke e Silva, 2017; Shah et al., 2005; Chen et al., 2006; Rashad et al., 2014; Shao et al.,
2012; Senetal., 2017, Silveira et al. 2019).

A acdo antimicrobiana dos soforolipidios € caracterizada pelo mecanismo de
desestabilizacdo da membrana do microrganismo que leva a ruptura e aumento de
permeabilizacdo, devido a sua natureza anfifilica que provoca a diminui¢cdo da tensdo
superficial e interfacial dos compostos, produzindo o efeito surfactante (Valloteau et al., 2017;
Sen et al., 2017). Embora pouco estudada, a acdo antifungica dos soforolipidios foi descrita
para algumas espécies de fungos patdgenos de plantas e alimentos (Yoo et al, 2005; Yuan;
Tang; Cheng, 2012; Sen et al., 2017).

Portanto, considerando a importancia do desenvolvimento de novos agentes
antimicrobianos contra fungos contaminantes de alimentos e as propriedades dos soforolipidios,
este trabalho teve como objetivo produzir soforolipidios de Starmerella bombicola e testar sua
atividade antifungica contra Aspergillus flavus, Aspergillus melleus, Aspergillus ochraceus,
Aspergillus parasiticus, Aspergillus niger, Fusarium oxysporum, Brotrytis cinerea e Rhizopus
sp, como uma alternativa eco-amigavel em potencial aplicagdo como agente antimicrobiano na

industria alimenticia.

2. Material e métodos

2.1 Microrganismo e inéculo

A Starmerella bombicola ATCC 22214 foi obtida da American Type Culture Collection
(ATCC), Manassas, EUA e mantida criopreservada em solucdes estoque contendo 25 % (v/v)
de glicerol a-80 °C (Gao et al., 2013). As células foram ativadas em meio contendo g/L: glicose,
100; extrato de levedura, 10; ureia, 0,1, por 24h, 30 °C e 150 rpm. Em seguida, 10 % (v/v) do

meio anterior foi adicionado a um novo Erlenmeyer contendo g/L: glicose, 77,5; extrato de
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levedura, 2,5 e acido oleico, 75, por 48 h, 150 rpm e 30 °C. Os inéculos foram padronizados
em 0,5 g/L de células, a 600 nm, correlacionados com a curva de biomassa em g/L.

2.2 Avaliacéo dos substratos e producéo de soforolipidios

Foi realizado um planejamento Box Behnken 3% com 11 combinagGes, 3 pontos
centrais (Tabela 1). As variaveis testadas foram (X1) acido oleico (125, 188 e 251 g/L) e (X>)
glicose (100, 150 e 200 g/L). As fermentacbes foram realizadas em fracos de Erlenmeyer de
125 mL contendo 25 mL dos diferentes meios de fermentacéo, por 120 h, 150 rpm a 30 °C. Os
resultados foram analisados pela metodologia da superficie de resposta e anélise de variancia
(ANOVA) pelo STATISTICA 7.0 (STATISTICA Inc. Tulsa - EUA).

A melhor condicdo do planejamento foi transferida para biorreator de bancada
(FerMac 320 - Electrolab Biotech Ltda.), com volume operacional de 3,5 L, 0,5 g/L de células,
a 450 rpm, 1 vvm, 30 °C, pH foi controlado em 3,5 apds 48 h até 120 h (Silveira et al, 2019).
Amostras foram coletadas a cada 24 h durante a fermentacéo e quantificado os soforolipidios,

crescimento celular e o consumo de substratos.

2.3 Extracao e determinacdo de substratos residuais e biomassa

Apos a fermentagdo, o caldo foi centrifugado e submetido a extracdo com acetato de
etila, formando duas fases. A fase organica foi coletada, rotaevaporada e lavada com hexano:
metanol (1:1) para remocao do acido oleico residual. O acido oleico residual foi quantificado
por gravimetria a partir da extracdo com hexano e apds secagem do metanol. Os soforolipidios
foram submetidos a nova extracdo com agua e acetato de etila (3:1) para eliminacdo dos
acucares residuais. Apos rotoevaporar os soforolipidios esses foram liofilizados e quantificados
por gravimetria. Para a determinacdo da biomassa, o pellet de células foi ressuspenso em
solucéo salina a 0,9 % (m/v) e submetida a espectrofotometria com absorbancia a 600 nm, os
valores foram correlacionados com a curva de biomassa (g/L). A glicose residual foi
guantificada pelo método de Somogyi-Nelson (Nelson, 1944; Somogyi, 1945) a partir do

sobrenadante.

2.4 Caracterizacdo do soforolipidios
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Os soforolipidios foram analisados em cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), realizada em comparacdo com o padrdo 1',4"-sophorolactona 6', 6"—diacetato (Sigma
Aldrich, USA), utilizando detector de arranjo de iodo, com coluna Shim-pack CLC-ODS(M)®
C18 da Shimadzu (4,6 x 250 mm; 4,6 mm; 12 nm) e fase movel em gradiente composto por 30
% de acetonitrila e 70 % de &gua por 5 minutos, aumentando para 80 % de acetonitrila e 20 %
de agua por 50 minutos (Hu e Ju, 2001; Wadekar et al., 2012).

Espectroscopia de Infravermelho (IVV) com Transformada de Fourier (FTIR) também
foi utilizada para caracterizagcdo. Os espectros de infravermelho foram registrados por FT-IR
ao espectrdometro Prestige 21 (Shimadzu), com soforolipidios pressurizado com KBr. Foram
realizadas 32 varreduras com resolucdo de 2 cm™ e faixa de 400-4000 cm™ de transmiss&o
(Chandran e Das, 2011).

A Espectrometria de ressonancia magnética nuclear (RMN) foi utilizada para
confirmar a estrutura soforolipidica através dos métodos *H e 3C e espectros bidimensionais
HSQC e HMBC que foram registrados por espectrometro Bruker Avance 111 400 MHz usando
sonda inversa (BBI - 5 mm). Os espectros foram expressos por ppm a partir do padréo referéncia

e o solvente utilizado no sistema foi CDCI3 a 0,05 % v/vTMS.

2.5 Avaliacéo da propriedade antifungica

O potencial antifingico dos soforolipidios foi testado contra Aspergillus flavus, A.

melleus, A. ochraceus, A. parasiticus, A. niger, F. oxysporum, B. cinerea e Rhizopus spp

2.5.1 Concentracdo Inibitdria e Fungicida Minima

Foi realizada pelo método de microdiluicdo em caldo utilizando meio RPMI 1640
tamponado, em placa de 96 pogos (CLSI 2008 — adaptado). As concentracdes de soforolipidios
testadas foram de 1.800 pg/mL a 7,03 pg/mL. Meio contendo apenas soforolipidios foi utilizado
como controle. As cepas A. flavus, A. melleus, A. ochraceus, A. parasiticus, A. niger e B.
cinerea, foram previamente cultivadas em meio Agar Batata Dextrose (ABD) & 30 °C por 5 dias
e Rhizupus spp. por 24 h. As suspensdes fungicas foram preparadas em solucdo tampéo fosfato-
salino (PBS), realizada a contagem em cdmara hematocitométrica e ajustado o indculo para 10*
de esporos/mL em meio RPMI 1640 e adicionadas aliquotas de 100 pL da suspenséo fungica
em cada poco, incubada a 30 °C por 24 h para a leitura visual do Rhizopus spp. e por 48 h para

a leitura visual dos demais fungos. A Concentracdo Inibitoria Minima foi definida como a
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menor concentragdo de soforolipidios capaz de inibir o crescimento fungico.

Para avaliar a Concentragdo Fungicida Minima, fracdes de 10 pl dos pocos que ndo
mostraram crescimento na analise anterior foram transferidas para placas com Agar Batata
Dextrose (ABD) incubadas a 30 °C por 72 h. O CFM foi definido como a menor concentracéo

de soforolipidios capaz de promover auséncia de crescimento dos fungos.

2.5.2 Método de Diluicdo em Agar

Diferentes concentragcdes de soforolipidios foram preparadas (1.800 ug/mL a 112,5
ug/mL), adicionadas ao meio Agar Batata Dextrose (ABD) e colocados em placas de 60 mm
de didmetro. Discos de 7 mm dos micélios fungicos foram transferidos para o centro das placas.
Foram incubadas a 28 £ 2 °C, por 48 h. Placas contendo apenas meio ABD e fungos foram
utilizadas como controle. O halo de crescimento micelial foi medido com paquimetro e 0s

tratamentos comparados com o controle.

2.6 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As amostras das col6nias fungicas do teste de diluicdo em &gar foram utilizadas para
a microscopia. Para a analise foram cortados discos de 6 mm de didmetro, colocados em placas
de 24 pocos contendo 2,5 % de glutaraldeido, 2 % de paraformaldeido em tampé&o de cacodilato
de sodio 0,1 M (pH 7,2), mantidos a 4 °C, overnight (16-18 h). Apds esse periodo as amostras
foram lavadas com tampdo cacodilato de sédio 0,1 M (pH 7,2) trés vezes por 10 minutos,
seguido de pos fixacdo em OsOs a 1 % por 30 minutos. Subsequentemente, as amostras foram
desidratadas seriadamente em alcool etilico (30 %, 50 %, 70 %, 90 %) durante 10 min e a
concentracdo etilica de 100 % foi administrada trés vezes por 10 min. As amostras foram
levadas ao ponto critico em CO, (BALTEC CPD 030 critical point dryer), revestidas por ouro
(BALTEC SDC 050 Sputter Coater) e observadas em Microscépio Eletrénico de Varredura
(FEI Quanta 200) operando a 30 kV.

2.8 Analises Estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas utilizando Software Statistica 7.0 (2004) e
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valores foram considerados significativos em p <0,05.

3. Resultados e discussao

3.1 Producéo do soforolipidios

As maiores producdes de soforolipidios, de acordo com o planejamento Box Behnken
32, foram 55,28 g/L, 53,92 g/L, 52,40 g/L (188 g/L de acido oleico e 150 g/L de glicose) e 50,92
g/L (251 g/L de acido oleico e 150 g/L de glicose) (Tabela 1). O acido oleico teve um efeito
significativo (p=0,004), demonstrando que o acido graxo com cadeia C18 é importante na
producdo, pois segundo Felse et al. (2007) sdo incorporados diretamente na por¢édo hidroxila
dos soforolipidios. De acordo com a andlise de variancia ANOVA, as variaveis glicose (p=
0,03) e &cido oleico (p=0,02) foram significativas, isso porque a utilizacdo conjunta de fontes
hidrofilica e hidrofdbica fornecidas ao meio promove um aumento significativo na producédo
(Van Bogaert, 2011). A otimizacdo das variaveis apresentou valores 6timos de producdo de
soforolipidios em 150 g/L para glicose e 219,5 g/L de &cido oleico (Fig. 1), demonstrando um
elevado coeficiente de determinacédo experimental 93,27% com um desvio da regressdo nédo
significativo (p = 0,24), o que confirma a validade do modelo para fins preditivos.

Com base nos resultados experimentais, uma equacéo foi desenvolvida para estimar a

producdo de soforolipidios:

Y =45.88 * 8.89x1 + 4.53x2 + 0.49x1? + 6.49x2% -1.88 x1x2 (6)

Onde Y é a resposta (producdo de soforolipidios), x1 e x2 s&o valores codificados de oleico e
glicose, respectivamente.

A partir da condicdo otimizada, a producdo de soforolipidios foi realizada em
biorreator de bancada com volume operacional de 3,5 L. A produgéo atingiu 67 g/L com uma
produtividade 0,56 g/L h'* em 120 h. O consumo de glicose e &cido oleico aumentaram
progressivamente com o tempo de fermentagéo, assim como o crescimento celular (Fig. 2). A
producdo de soforolipidios teve um aumento de 22 % na fermentacdo em biorreator, isso deve
ser pelo melhor controle das condi¢des operacionais como aeracéo, temperatura, agitacéo e pH
(Jadhav, Pratap e Kale, 2019). A oxigenacdo é essencial no processo de fermentacdo, nao
apenas durante o crescimento exponencial da levedura, mas também para a biossintese dos
soforolipidios, pois a monooxigenase do citocromo P450 requer a utilizacdo de moléculas de

oxigénio (Van Bogaert, 2011). O controle de pH é fundamental durante a fermentagéo
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normalmente se inicia em 5,0 e 6,0 que é 0 6timo para o crescimento celular e posteriormente
na fase estacionaria, proximo de 48 h o pH 3,5 estimula a producéo dos soforolipidios (Daverey
e Pakshirajan, 2010; Morya et al., 2013).

3.2 Caracterizacdo dos soforolipidios

O meio de producdo e as condi¢bes da fermentacdo influenciam diretamente nas
proporcOes acidicas e lactonicas do soforolipidios (Claus e Van Bogaert, 2017). Desta forma,
direcionar a fermentacgdo para a producao de estruturas especificas € de suma importancia, pois
as aplicacOes sdo especificas para cada forma, sendo a lactbnica empregada em atividades
antimicrobianas (Paulino et al, 2016; Cerasa et al., 2020).

A analise por CLAE mostrou que o perfil soforolipidico produzido, em comparacao
com o padrédo di-acetato de SL 1 ', 4 "-Soforolactona 6', 6" (Sigma Aldrich), foi lactonico
diacetilado C18:1, com tempo de reten¢do em 42,90 min (Fig. 3).

O espectro de FT-IR mostrou uma banda a 3400 cm™ que corresponde a ligagOes de
hidrogénio, as hidroxilas da estrutura. Bandas tipicas de compostos alifaticos (CH2) foram
observadas em 2920 e 2850 cm™. Em 1650 cm™, uma faixa de carbono insaturado é observada
(C=C). A banda mais importante do espectro aparece em 1740 cm™ e corresponde ao grupo
carbonila (C=0) presente na forma lactonica e 1175 cm™ com presenca de ligagdo éster,
correspondendo ao alongamento da forma lacténica presente na molécula. Outra banda em 1300
cm é atribuida a ligacéo éster encontrada no carboidrato da estrutura. (Fig. 4).

A estrutura dos soforolipidios foi confirmada pela analise combinada
monodimensional (*H e 3C) e bidimensional (HSQC e HMBC) de RMN. O espectro de *H
RMN (Fig. 5) mostrou sinais atribuidos aos protons anoméricos da porcao da soforose em 4,52
e 4,48 ppm, O espectro de HSQC apresentou correlacfes que sdo correspondentes a esses sinais
de prétons andémericos, a 102,0 e 104,8 ppm, e outros sete protons de glicose CH foram
observados entre 3,48 e 3,81 ppm. Sinais de dois carbonos acetilados foram identificados por
sinais HSQC em fases negativas em 4,25 e 4,18 ppm. Na analise de HMBC foi possivel
observar um pico em 4,97 ppm x 170 ppm, indicando a liga¢do entre o préton H-400 e o
carbonil, demonstrando que a molécula é ciclica e na forma lactonica. As analises estruturais
HPLC, FT-IR e RMN corroborando com a literatura, confirmam que os soforolipidios

produzidos eram predominantemente lacténico (Minucelli et al, 2017; Silveira et al., 2019).

3.3 Atividade antifingica
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A atividade antifungica in vitro dos soforolipidios foi testada contra os patégenos
Aspergillus flavus, A. melleus, A.ochraceus, A.parasiticus, A. niger, F.oxysporum, B.cinerea e
Rhizopus spp, com base nos valores de CIM, MFC e crescimento micelial. Os resultados da
CIM e MFC foram obtidos na faixa de 225-729 pug/mL (Tabela 2). A concentracdo fungicida
minima testada demonstrou que nas concentracdes descritas na Tabela 2, os soforolipidios um
foram considerados fungicidas para os esporos dos fungos testados. Yuan, Yang e Cheng (2012)
mostraram 95% de inibicéo de esporos dos fungos A. niger, A. flavus e Botrytis cinérea, com a
utilizacdo de 10,0 g/L de soforolipidios produzidos por Wickerhamiella domercgiae Y2A,
diferindo dos resultados apresentados neste trabalho, onde a concentracdo utilizada dos
soforolipidios produzido por S. bombicola contra 0s mesmos patdgenos, ndo ultrapassou 729
pug/mL, sendo cem mil vezes menor que o apresentado pelos autores. Sen et al. (2017),
observaram efeito inibitério de F. oxysporum através da CIM de 125 ug/mL. Porém, a atividade
antifungica dos soforolipidios contra os fungos A. melleus, A. ochraceus, A. parasiticus e
Rhizopus sp ainda ndo foram relatadas.

Concentrag6es de 1.800 ug/mL a 112,5 pg/mL de soforolipidios foram utilizadas para
determinar a inibi¢do do crescimento micelial dos fungos (Fig. 6). Inibi¢cdes acima de 50%
foram encontradas para A. ochraceus e B. cinerea na maior concentracdo testada. A agéo
antifingica dos soforolipidios esta relacionada com a diminuicdo da tensdo superficial,
ocorrendo desestabilizacdo, ruptura e permeabilizacdo da membrana do microrganismo
(Valotteau et al., 2017).

Embora a acdo contra fungos patogénicos em alimentos tenha sido pouco estudada,
estes resultados podem acarretar novas possibilidades para a aplicacdo de soforolipidios na

industria alimenticia, sendo implementado como antifungico natural e alternativo.

3.4 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As imagens do MEV dos miceélios controle (sem tratamento com soforolipidios),
revelaram morfologias normais, células com estrutura superficial intacta e tamanho uniforme (Fig.
7-A, 8-A, 9-A e 10-A), enquanto as imagens dos micélios tratados com os soforolipidios
exibiram irregularidades em sua superficie, apresentando aspecto marcescente e deformacéo
das estruturas celulares dos micelios dos microrganismos (Fig. 7-B, 8-B, 9-B e 10-B).

O micélio é a estrutura do microrganismo que apresenta uma funcéo essencial em sua

reproducdo, portanto, qualquer dano a integridade celular pode afetar a patogenicidade dos
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fungos, demonstrando que os soforolipidios podem alterar significativamente a morfologia dos
miceélios fangicos, resultando em possiveis interrupces na camada fosfolipidica da membrana

celular devido a sua atividade anfifilica (Borah et al., 2016; Valotteau et al., 2017)

4. Conclusao

A melhor producéo de soforolipidios foi de 67 g/L com uma produtividade 0,56 g/L h°
1 em 120 h em biorreator com as concentracdes de 150 g/L de glicose e 219,5 g/L de &cido
oleico. Os soforolipidios foram caracterizados com predominancia da forma lacténica C18:1
diacetilada e tiveram boa atividade antifingica contra os patogenos de alimentos estudados:
Aspergillus flavus, A. melleus, A. ochraceus, A. parasiticus, A. niger, F. oxysporum, B. cinerea
e Rhizopus spp. o que foi comprovado pela MEV. Essa atividade confirma que os soforolipidios
produzidos por S. bombicola, pode ser uma inovacao tecnoldgica para aplicacdo industrial,

COmMOo um novo agente sanitizante sustentavel.
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Tabela 1 - Resultado do Planejamento Box Behnken 32 para avaliagdo do 4cido oleico e da glicose na producio e

soforolipidios por Starmerella bombicola

Variaveis Codificadas

Variaveis

Decodificadas

Resposta

Producéo de

Ensaios X1 X 3'3;_0)0 G(“(/:E;e soforolipidios

g g (g/L)
1 -1 -1 125 100 35,52
2 -1 0 125 150 44,56
3 -1 1 125 200 39,68
4 0 -1 188 100 47,32
5 0 1 188 200 44,24
6 1 -1 251 100 47,56
7 1 0 251 150 50,92
8 1 1 251 200 47,95
9 0 0 188 150 52,40
10 0 0 188 150 53,92
11 0 0 188 150 55,28

Tabela 2 - Concentragdo Inibitéria Minima (MIC) de soforolipidios de S. bombicola contra os fungos

contaminantes de alimentos

Fungos

soforolipidios(ug/mL)

MIC/MFC

A. flavus, A. melleus, A. ochraceus, A. parasiticus
A. niger.
Fusarium oxysporum

Botrytis cinerea
Rhizopus spp,

729,0
729,0
478,0
225,0

Fig. 1 - Superficie de resposta da producdo de soforolipidios por S. bombicola otimizada, relacionando

diferentes concentragdes de acido oleico e glicose.
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Fig. 3 - Andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) do soforolipidios padrdo (A) e da amostra
produzida em glicose e acido oleico por S. bombicola (B)
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Fig. 4 - Espectro de FT-IR de soforolipidios produzido por Starmerella bombicola com écido oleico e glicose.
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Fig. 5 - Espectro de RMN de soforolipidios produzido por S. bombicola. (A) *H, (B) HSQC e (C) HMBC.
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Fig. 6 - Porcentagem de inibicdo do crescimento micelial dos fungos variando a concentragdo do soforolipidios de

Starmerella bombicola
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Fig. 7 — Imagens do MEV de micélios do F. oxysporum: A — Controle, B — Tratamento com 1800 pg/mL de
soforolipidios. Ampliagdo 1.600 x.

Fig. 8 — Imagens do MEV de micélios do A. niger: A — Controle, B — Tratamento com 1800 pg/mL de
soforolipidios. Ampliacéo 1.600 X.

Fig. 9 — Imagens do MEV de micélios do B. cinerea: A — Controle, B — Tratamento com 1800 pg/mL de
soforolipidios. Ampliacdo 1.600 x.
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Fig. 10 - Imagens do MEV de micélios do Rhizopus spp.: A — Controle, B — Tratamento com 1800 pg/mL de
soforlil'dios. Ampliacdo 1.600 x.
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5.4 ARTIGO 2

Avaliacao de um novo filme comestivel com amido de mandioca acrescido de
soforolipidios lactdnicos de Starmerella bombicola
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Resumo

O objetivo do presente trabalho foi desenvolver filmes comestiveis a base de amido de
mandioca com adicdo de soforolipidios lactonicos produzidos por Starmerella bombicola com
acdo antifungica, bem como avaliar as propriedades mecanicas dos filmes para futura aplicagdo
industrial. Os soforolipidios foram adicionados aos filmes nas concentracGes de 0, 2, 5 e 10 g/
100 g solidos e esses foram desenvolvidos pela técnica de casting. Os filmes obtidos
apresentaram com boa aparéncia, sem poros, bolhas ou rachaduras. A incorporacdo dos
soforolipidios foi investigada por técnicas de espectroscopia no infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR) e calorimetria diferencial de varredura (DSC) e demonstraram
a presenca da interacdo entre o amido e o soforolipidios adicionado. A maior concentragdo de
soforolipidios levou ao decréscimo da permeabilidade ao vapor de dgua, mostrando ser um
ingrediente promissor e compativel com a matriz de amido, o que pode ser aplicados na
industria de alimentos como um agente antimicrobiano.

Palavras-chave: Antimicrobiano, propriedades mecanicas, permeabilidade, solubilidade,
revestimento, filmes de amido.
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1. Introducgéo

A embalagem é um dos métodos mais estudados para preservacdo dos alimentos ao
longo de sua vida Util e como resposta as necessidades do consumidor, existe um crescente
interesse no desenvolvimento de filmes e revestimentos comestiveis que sejam funcionais,
ativos e biodegradaveis (Navarro et al., 2016; Debiagi et al., 2014).

Nos Gltimos anos criou-se uma demanda dos consumidores por alimentos sem adicao
de ingredientes quimicos e o investimento em tecnologias nas industrias tem levado ao
surgimento de embalagens ativas que prolongam a vida Gtil dos produtos, mas sdo obtidos de
fontes renovaveis, produzidos com menor impacto ambiental e alinhados ao conceito de
sustentabilidade, tdo preconizados na atualidade. Com esse objetivo, agentes antimicrobianos
naturais sdo bastante estudados e podem ser incorporados diretamente nas embalagens de
alimentos (Campos et al., 2011; Sipahi et al. 2013; Posser, 2016). A finalidade da embalagem
ativa com antimicrobiano natural é impedir ou inibir o crescimento de microrganismos nos
alimentos, onde o agente ativo é liberado gradualmente na superficie do produto contra
patdgenos que os afetam (Balaguer et al., 2013; Ribeiro-Santos et al., 2017).

Os soforolipidios sdo biossurfactantes classificados como glicolipidos extracelulares,
produzidos por diversos microrganismos, destacando-se o uso da Starmerella bombicola. Sdo
constituidos por um dissacarideo soforose (2°-O-B-D-glicopiranosil-1--D-glicopiranose),
unidos por uma liga¢do B-glicosidica entre o carbono 1’ e o carbono terminal (®) ou sub-
terminal (®-1) a uma longa cadeia hidrofobica de &cido graxo que geralmente, contém 16 ou
18 carbonos (Ashby; Solaiman, 2010; Roelants et al., 2019). So biomoléculas nédo toxicas,
obtidas de fonte renovavel e podem ser considerados como uma alternativa eco-amigavel para
diferentes aplicac6es (Naughton et al., 2019).

Possuem diversas aplicagdes em produtos farmacéuticos, cosméticos, detergentes e
alimentos (Maeng et al., 2018; Nitschke e Silva, 2017) e atualmente se destacam por possuirem
acdo antimicrobiana contra diversos microrganismos contaminantes e patogenos de origem
agricola e alimentar, como Fusarium oxysporum, Colletotrichum gloeosporioides (Sen et al.,
2017), Clostridium perfringens e Campylobacter jejuni (Silveira et al., 2019), Aspergillus
niger, Aspergillus flavus, Penicillium, Botrytis cinerea e Mucor (Yuan, Yang e Cheng, 2012).

Varios autores relataram o uso de antimicrobianos em filmes comestiveis como, por
exemplo, os Oleos essenciais (Song, Zuo e Chen, 2018; Escamilla-Garcia et al., 2017) e
biossurfactantes (Adetunji et al., 2018; Maniglia et al., 2019). Porém o uso de soforolipidios

com esta finalidade ainda é pouco explorado na literatura. Considerando as vantagens de
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producdo, a sustentabilidade do processo de obtencdo e as possiveis aplicagdes dos
soforolipidios como agente antimicrobiano, o objetivo desse trabalho foi empregar
soforolipidios produzidos por Starmerella bombicola, como ingrediente ativo e eco-amigavel
em filmes comestiveis de amido para aplicacdo na inddstria de alimentos. Para isso os filmes
foram produzidos e caracterizados de acordo com sua microestrutura, propriedades de barreira

€ mecanicas.

2. Material e métodos

2.1 Material

O amido de mandioca foi adquirido em comercio local, da marca Yoki Alimentos S.A
(Parand, Brasil) e o glicerol da Synth (Labsynth, Séo Paulo, Brasil).

Para a producdo de soforolipidios foi utilizada a levedura Starmerella bombicola
obtida da American Type Culture Collection (ATCC), Manassas, USA.

2.2 Producéo de soforolipidios

Os soforolipidios foram produzidos pela levedura Starmerella bombicola ATCC
22214 em biorreator de 5 L (FerMac 320 - Electrolab Biotech Ltda) contendo 3,5 L de volume
operacional com meio de fermentacéo (g/L): 150, glicose; 6, extrato de levedura; 219,5, oleico,
com as seguintes condi¢es: indculo a 0,5 g/L de células, 120 h, 30 °C, 450 rpm, 1 vvm e
controle de pH em 3,5. Ao final da fermentagdo o caldo foi centrifugado e o sobrenadante
submetido a extracdo com acetato de etila. O acetato de etila foi removido por rotaevaporacao
e a fase obtida foi lavada com hexano e metanol para remover o acido oleico residual. Os
soforolipidios bruto foram coletados da fase contendo metanol, rotaevaporado e liofilizado
(Silveira et al., 2019). Os soforolipidios foram caracterizados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) em comparagdo com o padrdo 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) (Hu e Ju, 2001; Wadekar et al.,
2012).

2.3 Producéo dos filmes de amido
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Os filmes de amido foram preparados com amido de mandioca, soforolipidios e
glicerol (plastificante). Para cada formulacéo, os filmes foram preparados empregando 3 %
(m/v) de solidos (amido + FOSs) e 20 g de glicerol/ 100 g de sélidos. Os filmes foram
preparados pelo método de casting e quatro concentragdes de soforolipidios foram adicionadas
nas solucgdes filmogénicas: 0, 2, 5 e 10 g de soforolipidios/100 g de solidos, rotulados como
AM, AM-SLP2, AM-SLP5 e AM-SLP10, com formulagdes descritas na Tabela 1.

O amido e o glicerol foram misturados com a agua destilada e mantidos a 90 °C por
10 min com agitacdo constante. Apos a gelatinizacdo, foram adicionadas em cada formulacdo
as quantidades estabelecidas do soforolipidios, homogeneizadas e sonicadas (Unique USC-
1800).

Tabela 1 - Formulagdes para o desenvolvimento dos filmes comestiveis a base de amido de mandioca com adicao
de soforolipidios de Starmerella bombicola nas concentragdes de 2, 5 e 10%.

Formulacdes Amido Soforolipidios ~ Glicerol Agua
() ) () )
AM 12,00 - 2,40 385,6
AM-SLP2 11,76 0,24 2,40 385,6
AM-SLP5 11,40 0,60 2,40 385,6
AM-SLP10 10,80 1,20 2,40 385,6

AM: amido de mandioca (yoki®); SLP: soforolipidios de S. bombicola

As solucgbes filmogeénicas foram vertidas sobre placas de Petri de 60 mm (30 g/placa)
e encaminhadas para secagem em estufa de circulacdo de ar TE-394-3 (Tecnal, Piracicaba, SP,
Brasil) a 30 °C, por aproximadamente 24 h, até a formac&o dos filmes. Os filmes selecionados
foram acondicionados em BOD com 58 % de umidade relativa (UR) e 25 °C até o momento da

realizacdo das andlises de caracterizacéo.

2.4 Caracterizagao dos filmes

2.4.1 Espessura

A espessura dos filmes foi determinada utilizando um micrémetro (Mitutoyo - Jap&o)

a partir de trés pontos aleatérios dos filmes.

2.4.2 Microestrutura
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A andlise de microestrutura foi realizada por microscopio eletrdnico de varredura -
MEV (modelo FEI Quanta 200). As amostras foram revestidas de ouro por um Sputter Coater
(BAL-TEC SCD 050) e avaliadas com voltagem de aceleracdo de 30 kV, permitindo a

visualizacao da superficie do filme.

2.4.3 Espectroscopia no infravermelho com transformada no Fourier (FTIR)

A andlise foi conduzida em aparelho Shimadzu FTIR-8300 (Japdo) com resolucdo de
4 cm?, utilizando uma escala de 4000 a 500 cm™. As amostras foram incorporadas ao KBr e
pressurizadas para a producdo das pastilhas. Os resultados foram integrados pelo programa

Shimadzu Hyper IR.

2.4.4 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

As andlises de DSC foram realizadas no calorimetro Netzsch (modelo DSC-204 -
Japdo). Cerca de 10 mg de cada amostra foram colocados em recipientes de aluminio. A amostra
de soforolipidios foi aquecida de 30 a 300 C e as amostras de filme de 20 a 100 C, todas com
uma taxa de aquecimento de 10 -C /min em uma atmosfera com fluxo de nitrogénio gasoso de
10 mL/min.

2.4.5 Solubilidade

A solubilidade do filme em &gua foi medida como a porcentagem de matéria seca do
filme solubilizado em agua durante um periodo de 24 h (Gontard, Guilbert e Cuqg, 1992). A
matéria seca inicial de cada filme foi obtida apds a secagem em estufa com circulacéo de ar
(Marconi, Brasil) a 60 °C por 24 h. As amostras foram pesadas e imersas em 80 mL de agua
destilada a 25 ° C com agitacdo constante (50 rpm). Os filmes ndo solubilizados foram

removidos e secos para determinar o peso da matéria seca.

2.4.6 Permeabilidade ao vapor de agua (PVA)
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Os testes PVA foram realizados usando o método ASTM E96-95 1996. Cada amostra
foi colocada em uma cépsula de permeabilidade, pesada (tempo zero) e armazenada a 25 ° C
em dessecador. No interior das capsulas foi adicionado cloreto de calcio anidro para obter 0%
de UR e uma solucdo saturada de cloreto de sodio (75%) foi utilizada no dessecador para manter
75% de UR. Apos o periodo de equilibrio (aproximadamente 2 h), as capsulas foram pesadas a
cada 2 h por 24 h. O transporte de vapor de &gua foi determinado a partir da curva de ganho de
massa (g) da capsula de permeacéo, atribuido por regresséo linear, determinando o coeficiente
angular. A taxa de permeabilidade ao vapor de agua foi calculada a partir do coeficiente angular
da reta (g/t) dividida area de permeacdo (m2). Em seguida, a permeabilidade ao vapor de agua
(PVA) foi calculada como PVA = TVA.m/ AP, onde m ¢ a espessura média do filme (m?), AP
é a diferenca de pressdo de vapor de dgua do ambiente contendo CaCl; anidro (0% de UR) e
solucdo saturada de NaCl (75% de UR).

2.4.7 Propriedades mecanicas

As propriedades mecanicas foram determinadas utilizando texturdmetro TA TX2 de
acordo com a norma ASTM D882-91 (1996). Corpos de prova (25 x 100 mm) de cada
formulacao foram cortados e ajustados entre as garras pneumaticas. A distancia entre as garras
foi de 50 mm e a velocidade de tragdo de 500 mm/min. Foram determinadas a resisténcia
méaxima a tracdo (MPa) e elongacéo na ruptura (%).

2.4.8. Andlise estatistica

O teste de Tukey (p < 0,05) foi empregado para comparacdo da média e realizado com
0 STATISTICA 7.0 (Statsoft, Oklahoma).

3. Resultados e discussao



74

Todas as formulacGes empregadas neste trabalho resultaram em filmes facilmente
removiveis das placas, sem bolhas ou rachaduras, indicando que a concentracdo de solidos na

solucdo filmogénica (3 % p/v) utilizada para a producéo era adequada.

3.1 Espessura e microestrutura

As espessuras das amostras variaram de 153 a 178 um (Tabela 2), apresentando
diferenca significativa entre o filme de amido (AM) e AM-SLP2 com menores espessuras, em
comparagdo com os filmes AM-SLP5 e AM-SLP10 com resultados maiores. A espessura dos
filmes produzidos por Escamilla-Garcia et al. (2017) também se alterou com a adi¢do de éleo
essencial (aniz, laranja e canela), atingindo valores de espessura mais altos quando comparados
a amostra controle, alteracdo essa que pode estar parcialmente relacionada a densidade da
suspensdo filmogénica em decorréncia da maior heterogeneidade na sua composigé&o.

As superficies dos filmes produzidos foram visualizadas através da microscopia
eletronica de varredura (MEV) (Figura 1). O filme controle (filme AM - Figura 1A) mostrou
uma superficie mais homogénea e a adigdo de soforolipidios resultou em superficies mais
asperas para os filmes AM-SLP2 e AM-SLP5 (Figura 1B e C). Song, Zuo e Chen (2018)
relataram que filmes incorporados de surfactantes Tween e Span 80 nas concentracgdes de 0,1%,
afetaram suas microestruturas, apresentando filmes menos homogéneos devido a provavel
migracdo dos surfactantes para a superficie do filme durante a secagem.

Filmes com concentracdes mais altas de soforolipidios (AM-SLP10) mostraram
superficies mais suaves, o qué pode estar relacionado a concentracdo de soforolipidios aplicada
(Figura 1D). Maniglia et al. (2019) relataram estruturas similares, onde os filmes de amido
adicionados do surfactante SDS (dodecilsulfato de sodio) eram mais suaves e homogéneos,
como o apresentado nesse estudo (AM-SLP10) e continham menos imperfeicbes quando
comparado com os filmes de amido controle. Embora as superficies dos filmes AM-SLP2 e
AM-SLP5 apresentaram-se mais &speras, ndo foi observada aglomeragdo ou migracdo dos

soforolipidios para a superficie do filme, indicando boa interagcdo com a matriz de amido.

Figura 1 - Microscopia eletronica de varredura (MEV) da superficie dos filmes: (A) filme de amido (AM); (B)
filme amido com 2% soforolipidios (AM-SLP2); (C) filme amido com 5% de soforolipidios (AM-SLP5) e (D)
filme amido com 10% de soforolipidios (AM-SLP10).



75

Tabela 2 - Resultados de espessura, solubilidade e permeabilidade ao vapor de dgua (PVA) de filmes comestiveis
a base de amido de mandioca e soforolipidios

Formulagio Espessura Solubilidade PVA x 101
(um) (%) (9/msPa)
AM 153 +3,53° 17,06 + 0,842 1,48 + 0,032
AM-SLP2 160 +0,0° 18,76 + 2,092 1,16 + 0,552
AM-SLP5 173 + 3,547 16,80 + 0,407 1,29 + 0,632
AM-SLP10 178 + 3,532 21,08 + 1,712 0,85+ 0,01°

Resultados expressos em média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas
significativas (p<0,05) de acordo com o teste de Tukey.

3.2 Espectroscopia no infravermelho com transformada no Fourier (FTIR)

Os espectros FT-IR dos soforolipidios e dos filmes produzidos com amido e
soforolipidios estdo apresentados na Figura 2 e foi observada uma forte banda proxima a 3400
cm? em todas as amostras, que pode ser relacionada com o estiramento vibracional das
hidroxilas (OH) presentes em todos os compostos empregados na formulacdo dos filmes
(amido, glicerol e soforolipidios) (Romano et al., 2016; Santos et al., 2014). Pode-se perceber
que esta banda apareceu menos intensa nos espectros dos filmes em compara¢do com o do
soforolipidios, 0 que pode estar relacionado ao decréscimo das hidroxilas livres nos filmes, uma

vez que possivelmente estes grupamentos estejam participando de ligacdes de hidrogénio nos
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filmes, que s&o responsaveis pela manutencdo da matriz polimérica de amido (Maniglia et al.,
2019).

O espectro em 1740 cm™ com banda mais aparente no soforolipidios e nos filmes com
soforolipidios corresponde ao grupo carbonila (C = O) de ésteres e da forma lactdnica presente
na amostra. As bandas préximas a 2920 cm™ foram observadas em todas as amostras e
correspondem a compostos alifaticos (CH2) e a banda foi mais intensa no soforolipidios do que
nos filmes por conta da cadeia dos soforolipidios. A banda a 1650 cm™ foi atribuida as
moléculas de agua incorporadas na matriz polimérica de amido e em 1600 cm-t, uma faixa de
carbono insaturado foi observada nos espectros de soforolipidios e dos filmes incorporados com
soforolipidios. A banda proxima a 1300 cm™ foi relacionada com a deformagio simétrica dos
grupos CH (Bersaneti et al., 2016; Santos et al. 2014). As bandas que nas regides entre 1300-
1175 cm correspondem as vibragdes de C-H no anel aromatico e O-H do fenol (Zhao et al.,
2018), e aparecem nesta regido com maior intensidade no soforolipidios, indicando a presenga
do composto nos filmes AM-SLP2, AM-SLP5 e AM-SLP10.

Figura 2 - Espectros FT-IR e filmes produzidos a partir de amido e soforolipidios em diferentes concentragdes

Y\ 1475 SLP
16501, ;|
/ v | | [\ W |
y /2850 1500/ \J
] 40 .8 1740 .
s g \ AM-SLP10
g 8, W. A Mo
7. \ L/\/ \
§ \/\//
'_ - o~ N
o AN N\, " AM-SLP5

T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wavenumber (cm™)
SLP: soforolipidios de S. bombicola

3.3 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

Os termogramas de soforolipidios puro (A) e filmes (B) estdo representados na Figura
3, no termograma de soforolipidios puro a temperatura variou de 30 a 325 °C e foram
observados picos discretos em 168 °C e 178 °C e um grande pico endotérmico a 221 °C, que

estdo possivelmente relacionados com a degradacdo térmica dos soforolipidios. Os picos
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atribuidos a degradacdo térmica dos soforolipidios estdo localizados em temperaturas muito
mais altas do que os observados Abdulkadir et al. (2015), que testaram a estabilidade térmica
do soforolipidios em uma faixa de temperatura de 20 a 100 °C, menor que a estudada neste
trabalho, e demonstraram que o biossurfactante ndo sofreu nenhum tipo de degradacdo até o
maximo da temperatura testada, indicando que o soforolipidios permaneceu estavel durante a
producdo da solucédo filmogeénica, visto que foram incorporados a temperatura de 90 °.

Os filmes de amido produzidos ndo apresentaram nenhum pico durante a analise de
DSC nas temperaturas testadas. Esse resultado foi confirmado por Mali et al. (2002), que
fizeram analise de calorimetria em filmes de amido de inhame em uma faixa de temperatura

entre — 40 °C a 120 °C e ndo obtiveram nenhum pico de degradacéo.

Figura 3 - Termogramas de DSC de soforolipidios puro (A) e filmes produzidos a partir de amido e mistura com
soforolipidios nas concentragdes de 2% (AM-SLP2), 5% (AM-SLP5) e 10% (AM-SLP10) (B).
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3.4 Solubilidade e permeabilidade ao vapor de dgua (PVA)

A solubilidade e a permeabilidade ao vapor de agua dos filmes produzidos estéo
apresentadas na Tabela 2. A solubilidade dos filmes de amido néo foi afetada significativamente
com a adicdo dos soforolipidios, sendo 17,07% para o filme de amido (AM), 18,76%, 16,80%
e 21,08% para AM-SLP2, AM-SLP5 e AM-SLP10, respectivamente. A tendéncia de aumento
na solubilidade observada para o filme AM-SLP10, pode ser atribuida a natureza hidrofilica
dos soforolipidios. De acordo com Song, Zuo e Chen (2018) filmes de amido de milho
adicionados de Tween apresentaram um notavel aumento na solubilidade em comparag&o com
o filme de amido controle. Maniglia et al. (2019) também oberservaram que em filmes de
amido adicionados de biossurfactante e surfactante sintético, a solubilidade aumentou devido a
hidrofilicidade dos compostos, aumentando assim a superficie de contato entre a agua e o filme.

A adicdo do soforolipidios nos filmes apresentou diminuicdo na permeabilidade ao
vapor de agua (PVA) dos filmes, obtendo diferenca significativa entre o filme padrdo (AM), 0s
filmes com 2 e 5 % de soforolipidios (AM-SLP2 e AM-SLP5) e filme com 10 % de
soforolipidios (AM-SLP10). A diminuicdo do PVA devido a adicdo de surfactantes tem sido
observada em diferentes matrizes, como o amido de tapioca com sacarose (Chen, Kuo e Lai,
2009), hidroxipropilmetilcelulose com span 60 e sacarose (Villalobos, Hernandez-Mufioz e
Chiralt, 2006), filmes a base de amido e &cido ascorbico com Tween 20 (Zhong e Li, 2011) e
filmes de amido de milho com ésteres de sorbitano de diferentes &cidos graxos (Ortega-Toro,
Jiménez e Talents, 2014). Maniglia et al. (2019) apresentou menores resultados de
permeabilidade ao vapor de agua quando os filmes foram adicionados de surfactante SDS,
devido ao aumento da interacdo entre o surfactante e os polimeros do amido, reduzindo assim
a passagem de vapor de adgua. O decréscimo das PVA pode ser uma caracteristica interessante
aos filmes comestiveis com acdo antimicrobiana, uma vez que a contaminacao de alimentos

fica favorecida com o aumento da umidade e atividade de 4gua do alimento.

3.5 Propriedades mecéanicas

A adigdo de 2 e 5 % de soforolipidios aos filmes ndo afetou a sua resisténcia mecanica
no entanto, a adicao de 10 % levou ao seu decrescimo significativo (Tabela 3). Estes resultados
estdo de acordo com Rodriguez et al. (2006) também observaram a diminuig&o da resisténcia a

tracdo nos filmes de amido na presenca de glicerol e surfactantes (Span 80 e Tween 20). Assim
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como Ortega-Toro et al. (2014), que mostraram diminuicdo nas propriedades mecanicas
quando Span 40, 60 e 80 foi adicionado em filmes de amido de milho.

A adicdo de 2 e 5 % de soforolipidios levou ao decréscimo do alongamento dos filmes
em comparacéo ao filme controle, no entanto, quando adicionou-se 10 % do biossurfactante, o
alongamento aumentou, apresentando valores similares a amostra controle (Tabela 3). Maniglia
etal. (2019) relataram que o uso do biossurfactante afetou a resisténcia a tragéo e o alongamento
dos filmes, assim como demonstrado no resultado desse estudo com adicdo de 10 % de
soforolipidios. 1sso porque a interacdo do biossurfactante nessa concentragdo com a matriz
polimérica de amido pode aumentar a distancia entre as cadeias de amido, promovendo um
efeito sinérgico entre o biossurfactante e o glicerol, resultando em filmes mais flexiveis
(Maniglia et al., 2019).

Tabela 3 - Propriedades mecanicas de filmes comestiveis a base de amido de mandioca e soforolipidios
Resisténcia a tracéo

Formulacdes Alongamento (%)

(Mpa)
AM 9,21 + 2,40% 36,10 + 0,422
AM-SLP2 10,54 + 1,99? 18,19 + 0,47°
AM-SLP5 8,81+ 1,63% 7,65 +0,21°
AM-SLP10 452 +1,31° 37,77 + 1,622

Resultados expressos em média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferengas significativas
(p<0,05) de acordo com o teste de Tukey.

4. Concluséo

Os soforolipidios de Starmerella bombicola foram produzidos por fermentacdo e
empregados como aditivo com finalidade antimicrobiana em filmes comestiveis de amido de
mandioca. A obtencdo dos filmes em todas as concentracdes de soforolipidios resultou em
filmes facilmente removiveis das placas, sem bolhas e rachaduras. A adi¢do do soforolipidios
resultou em menores permeabilidades ao vapor de agua (PVA), concluindo assim que 0s
soforolipidios sdo um ingrediente promissor para filmes com potencial antimicrobiano, sendo
uma alternativa eco-amigavel para uso em embalagens de alimentos agregando a propriedade

como um antimicrobiano natural.

Agradecimentos



80

Os autores agradecem a Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior (CAPES - Brasil) e o Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e

Tecnologico (CNPQq) pelo apoio.

Referéncias

Abdulkadir E. E., Sanket J. J, Yahya M. A, Ali S. A., Saif N. A, Dua'a A., Ibrahim M. B.
Sophorolipids Production by Candida bombicola ATCC 22214 and its Potential Application
in Microbial Enhanced Oil Recovery. Frontier Microbiology, 2015
d0i:10.3389/fmicb.2015.01324

Adetunji, C. O.; Adejumo, I. O.; Afolabl, I. S.; Adetunji, J. B.; Ajisejiri, E. S. Prolonging the
shelf life of ‘Agege Sweet’ orange with chitosan—rhamnolipid coating. Horticulture,
Environment, and Biotechnology, 2018. doi:10.1007/s13580-018-0083-2

Ashby, R. D.; Solaiman, D. K. Y. The influence of increasing media methanol concentration
on sophorolipid biosynthesis from glycerol-based feedstocks. Biotechnology Letters, v. 32,
n.10, p.1429-1437, 2010. doi:10.1007/s10529-010-0310-0

ASTM.(1996). Standard test methods for tensile properties of thin plastic sheeting, D882-91.
Annual Book of ASTM, Philadelphia, PA: American Society for Testing and Materials.

ASTM.(1996). Standard test methods for water vapor transmission of material, E96
95.Annual book of ASTM. Philadelphia, PA: American Society for Testing and Materials

Balaguer, M.P., Lopez-Carballo, G., Catala, R., Gavara, R., Hernandez-Munoz, P., Antifungal
properties of gliadin films incorporating cinnamaldehyde and application in active food
packaging of bread and cheese spread foodstuffs. International Journal of Food
Microbiology. v. 166, p.369-377, 2013

Bersaneti, G. T., Mantovan, J. Magri, A., Mali, S. Celligoi, M. A. P. C. Edible films based on
cassava starch and frutooligosaccharides produced by Bacillus subtilis natto CCT 7712.
Carbohydrate Polymers, v. 151, p.1132-1138. 2016 doi: 10.1016 / j.carbpol.2016.06.081.

Campos, C. A.; Gerschenson, L. N.; Flores, S. K. Development of edible films and coatings
with antimicrobial activity. Food and Bioprocess Technology, v. 4, p. 849-875,
2011. doi:10.1007/s11947-010-0434-1

Chen C.H,, Kuo W.S,. Lai, L.S. Effect of surfactants on wate barrier and physical properties
of tapioca starch/decolorized hsian-tsao leaf gum films. Food Hydrocolloids. v.23, p.714—
721, 2009. doi: 10.1016/j.foodhyd.2008.06.006

Debiagi, F., Kobayashi, R. K. T., Nakazato, G., Panagio, L. A., & Mali, S.Biodegradable
active packaging based on cassava bagasse, polyvinyl alcoholand essential oils. Industrial
Crops and Products, v.52, p.664-670, 2014. https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2013.11.032



81

Escamilla-Garcia, M.; Calderén-Dominguez, G.; Chanona-Pérez, J.; Mendoza-Madrigal, A.;
Di Pierro, P.; Garcia-Almendarez, B.; Regalado-Gonzaélez, C. Physical, Structural, Barrier,
and Antifungal Characterization of Chitosan—Zein Edible Films with Added Essential Oils.
International Journal of Molecular Sciences, 18 (11). 2017. doi: 10.3390 / ijms18112370

Gontard, N.; Guilbert, S.; Cuq, J. L. Water and glycerol as plasticers affect

mechanical and water vapor barrier properties of an edible wheat gluten film. Journal

of Food Science, v. 53, p. 206-211, 1992.

Hu, Y., Ju, L.K., 2001. Sophorolipid production from different lipid precursors observed with
LC-MS. Enzyme Microbiology Technology. v. 29, p.593-601.
https://doi.org/10.1016/S0141-0229(01)00439-2

Maeng, Y; Kim, KT; Zhou, X; Jin, L; Kim, KS; Kim, YH; Lee, S; Park, JH; Chen, X; Kong,
M; Cai, L; Li, X. A novel microbial technique for producing high-quality sophorolipids from
horse oil suitable for cosmetic applications. Microbial Biotechnology, v. 11, n. 5, p. 917—
929, 2018. doi: 10.1111 / 1751-7915.13297

Mali, S., Grossmann, M. V. E., Garcia, M. A., Martino, M. N., Zaritzky, N. E. Microstructural
characterization of yam starch films. Carbohydrate Polymers, v.50, p.379-386, 2002.
https://doi.org/10.1016/S0144-8617(02)00058-9

Maniglia, B. C.; Laroque, D. A.; Andrade, M.; Carciofi, B. A., M.; Tenorio, A. S.; Andrade,
C. J. Production of active cassava starch films; effect of adding a biosurfactant or synthetic
surfactante. Reactive and Functional Polymers. 20109.
https://doi.org/10.1016/j.reactfunctpolym.2019.104368

Naughton, P. J.; Marchant, R.; Naughton, V.; Banat, I. M. Microbial Biosurfactants: Current
trends and applications in Agricultural and Biomedical industries. Journal of Applied
Microbiology. 2019. https://doi.org/10.1111/jam.14243

Navarro, F., Fratianni, F., Cozzolino, A., Granese, T., & Coppola, R. Active carbohydrates. In
M. W. Sidiqui, J. F. A. Zavala, & C. A. Hwang (Eds.), Postharvest management approaches
for maintaining quality of fresh produce. Switzerland: Springer International Publishing,
2016.

Nitschke, M; Silva, SS. Recent food applications of microbial surfactants. Critical Reviews
in Food Science and Nutrition, v. 8398, p. 1-8, 2017. doi: 10.1080 /
10408398.2016.1208635

Ortega-Toro, R., Jiménez, A., Talens,P., Chiralt, A. Starch-based Blends, Composites and
Nanocomposites.Food Hydrocoll. v.38, p.66-75, 2014.

Posser, Y. M. Degradacao da cafeina através de processos oxidativos avangados feton e
foto feton. Dissertagdo (Mestre em Engenharia Quimica), Escola de Engenharia,
Universidade Federal do Rio Grande de Sul. Porto Alegre, 2016.

Ribeiro-Santos, R., Andrade, M., Melo, N.R.d., Sanches-Silva, A.,. Use of essential oils in
active food packaging: recent advances and future trends. Trends Food Science Technology.
v.61, p.132-140, 2017



82

Rodriguez, M., Oses, J., Ziani, K., Mate, J.I. Combined effect of plasticizers and surfactants
on the physical properties of starch based edible films, Food Research International,v. 39,
p. 840-846, 2006. https://doi.org/10.1016/j.foodres.2006.04.002

Roelants, S.; Solaiman, D. K. Y.; Ashby, R. D.; Lodens, S.; Van Renterghem, L.; Soetaert, W.
Production and Applications of Sophorolipids. Biobased Surfactants, p.65-119. 2019.

Romano, N., Santos, M., Mobili, P., Vega, R., Gomez-zavaglia, A. Effect of sucrose
concentration on the composition of enzymatically synthesized short-chain
fructooligosaccharides as determined by FTIR and multivariate analysis. Food
Chemistry, v. 202, p.467-475, 2016.doi: 10.1016 / j.foodchem.2016.02.002

Santos, M. I., Araujo-Andrade, C., Tymczyszyn, E. E., Gbmez-Zavaglia, A. Determination of
amorphous/rubbery states in freeze-dried prebiotic sugars using a combined approach of near-
infrared spectroscopy and multivariate analysis. Food Research International, v.64, p.514—

519, 2014. https://doi.org/10.1016/j.foodres.2014.07.040

Sen, S.; Borah, S. N.; Bora, A.; Deka, S. Production, characterization and antifungal activity
of a biosurfactant produced by Rhodotorula babjavae YS3. Microbial Cell Factories. v. 16,
n. 1, p. 95, 2017

Silveira, V. A. I; Nishio, E. K, Urzedo, C. A. Q. F.; Amador, I.R, Kobayashl, R. K. T;
Caretta, T. O.; Celligoi, M. A. P. C. Production and antimicrobial activity of sophorolipid
against Clostridium perfringens and Campylobacter jejuni and their additive interaction with
lactic acid. Biocatalysis and Agricultural Biotechnology. 2019.
https://doi.org/10.1016/j.bcab.2019.101287

Sipahi RE, Perez MEC, Moreira RG, Gomes C, Castillo A. Improved multilayered
antimicrobial alginate based edible coating extends the shelf life of fresh cut watermelon
(Cittrullus lanatus). Food Science Technology, v.51 (1), p. 9-15, 2013. doi: 10.1016 /
j-Iwt.2012.11.013

Song, X.; Zuo, G.; Chen, F. Effect of essential oil and surfactant on the physical and
antimicrobial properties of corn and wheat starch films. International Journal of Biological
Macromolecules. v.107, p.1302-1309, 2018. https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2017.09.114

Villalobos, R., Hernandez-Mufioz, P., Chiralt, A. Effect of surfactants on water barrier and
sorption and barrier properties of hydroxypropyl methylcellulose films, Food Hydrocoll..
v.20, p.502-509, 2006. doi:10.1016/j.foodhyd.2005.04.006

Wadekar, S., Kale, S., Lali, A., Bhowmick, D., Pratap, A. Sophorolipid production by
Starmerella bombicola (ATCC 22214) from virgin and waste frying oils, and the effects of
activated earth treatment of the waste oils. JAOCS, Journal of the American Oil Chemists’
Society,v.89(6), p.1029-1039. 2012

Yuan, B.; Yang, S.; Chen, J. Antimicrobial activity of sophorolipids on pathogenic fungi
isolated from fruits. Chinese journal of appplied environmental biology, v. 17, n. 3, p.
330-333, 1 fev. 2012.

Zhao, Y., Teixeira, J.S., Ganzle, Saldafia, M.D.A. Development of Antimicrobial Films Based
on Cassava Starch, Chitosan and Gallic Acid Using Subcritical Water Technology. Journal



83

of Supercritical Fluids, v. 137, p. 101-110, 2018.
https://doi.org/10.1016/j.supflu.2018.03.010

Zhong Y., Li Y., Effects of surfactants on the functional and structural properties of kudzu
(Pueraria lobata) starch/ascorbic acid films, Carbohydrate Polymers. v.85, p.622-628, 2011.
doi: 10.1016 / j.carbpol.2011.03.031



84

6 CONCLUSOES

o As variaveis glicose e acido oleico foram significativas e otimizadas em 150 g/L
e 219,5 g/L respectivamente com uma producdo méxima de 55,28 g/L em frascos de

Erlenmeyer.

o A producéo dos soforolipidios em biorreator atingiu 67 g/L, correspondendo um
aumento de 21% em relacdo ao frasco de Erlenmeyer. Os consumos de glicose e
acido oleico aumentaram progressivamente durante o periodo da fermentacédo. A

biomassa atingiu 27,47 g/L em 120h.

o As analises de caracterizacao estrutural (CLAE, FT-IR e RMN) demonstraram,
em comparagdo com o padrdo que a estrutura formada pela S. bombicola foi

predominantemente lactdnica.

o Os soforolipidios produzidos neste estudo tiveram efeito inibitorio e fungicida
contra esporos dos fungos Aspergillus flavus, Aspergillus melleus, Aspergillus
ochraceus, Aspergillus parasiticus, Aspergillus niger, Fusarium oxysporum, Brotrytis
cinerea e Rhizopus spp, em 48 h. A atividade antifingica do soforolipidios contra os
fungos A. melleus, A. ochraceus, A. parasiticus e Rhizopus spp. ainda ndo tinham sido

relatada.

o Os filmes produzidos com soforolipidios de S. bombicola e amido apresentaram
boa aparéncia, sem a presenca de bolhas, poros ou rachaduras. A adicdo do
soforolipidios levou ao decréscimo na permeabilidade ao vapor de agua (PVA) dos

filmes produzidos.
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