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“Assim como todas as portas sdo diferentes
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Assim como o caminho do reto é o torto

O caminho do risco é o sucesso
Assim como o caminho do acaso é a sorte

O caminho da dor é o amigo
O caminho da vida é a morte”

Agua Viva
Paulo Coelho



OLIVEIRA, Marcos Roberto. Produgao de soforolipideos por células imobilizadas de Candida
bombicola ATCC 22214 em alginato de calcio. 2017. 185 f. Tese do Curso de Doutorado do
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RESUMO

Os soforolipideos sdao biossurfactantes produzidos por Candida bombicola ATCC 22214 e
possuem um amplo campo de aplicagdo, porém o custo elevado de produgdo exige
desenvolvimento de bioprocessos mais eficientes, para torna-los competitivos. O objetivo
desse trabalho foi produzir e verificar a composi¢ao estrutural dos soforolipideos por
Candida bombicola, imobilizada em alginato de cdlcio. O processo de imobilizacdo foi
padronizado e a producdo de soforolipideos foi testada, por delineamento fatorial 43! com
os fatores glicose, 6leo de girassol, KzHPO4 e CaCly. A imobilizagao celular foi confirmada por
MEV e os soforolipideos caracterizados por FTIR e MS. As condi¢Oes 6timas de imobilizagdo
foram: 50 g/L células; 30 g/L de alginato de sddio; 0,1 mol/L de cloreto de célcio; tempo de
cura de 12 horas por 96 horas, atingindo 2,33 g/L de soforolipideos com uma eficiéncia de
imobilizacdo de 74,487%. Um novo planejamento foi realizado para otimizar a producdo o
que atingiu 8,458 g/L com uma eficiéncia de imobilizacdo de 90,922% nas condi¢cdes em
(g/L): 30 glicose, 30 de dleo de girassol, 0,1 de extrato de levedura, 4,5 de K;HPO4 e 4,5 de
CaCly. As células imobilizadas foram estaveis por 3 ciclos, mantendo a eficiéncia em torno de
70,7497 %. Os soforolipideos apresentaram a composicao estrutural de 70,95% de formas
acidicas (7,92% Cis; 12,54% Cis; 37,29% de Cig1 e 13,20% de Cig2) e 29,05% de formas
lactonicas (5,8% Cis, 3,63% Cis, 17,82% Cis:1 e 2,31 Cis:2).

Palavras-chave: Soforolipideos. Candida bombicola. Imobilizacdo. Alginato. Caracterizacdo
estrutural.



OLIVEIRA, Marcos Roberto. Production of sophorolipids by the immobilized cells of Candida
bombicola ATCC 22214 in Ca-alginate beads. 2017. 185 p. PhD Thesis of Doctoral Program in
Biotechnology — State University of Londrina, Londrina, 2017.

ABSTRACT

Sophorolipids are biosurfactants produced by Candida bombicola ATCC 22214 and have a
wide field of application, but the high cost of production requires the development of
bioprocesses more efficient to turn them competitive. The objective of this research was to
produce and verify the structural composition of the sophorolipids produced by Candida
bombicola, immobilized in calcium alginate. The immobilization process was standardized
and the production of sophorolipids was tested by factorial design 43! been the factors:
glucose, sunflower oil, KzHPO4 and CaCly. Cellular immobilization was confirmed by MEV and
sophorolipids characterized by FTIR and MS. The optimal condition of immobilization were:
50 g/L cells; 30 g/L sodium alginate; 0.1 mol/L calcium chloride; cure time of 12 hours for 96
hours, reaching 2.33 g / L of sophorolipids with an immobilization efficiency of 74.487%. A
new planning was carried out to optimize the production, which reached 8.458 g/L and
presented an immobilization efficiency of 90.922% under the conditions in (g/L): 30 glucose,
30 sunflower oil, 0.1 yeast extract, 4.5 of K;HPO4 and 4.5 of CaCl,. The immobilized cells
were stable for 3 cycles, maintaining efficiency around 70.7497%. The sophorolipids
presented the structural composition of 70.95% of acidic forms (7.92% Cis, 12.54% Cis,
37.29% Cis:1 and 13.20% Cis:2) and 29.05% of lactonic forms (5.8% Cies, 3.63% Cis, 17.82%
Cisaand 2.31 C18;2).

Keywords: Sophorolipids. Candida bombicola. Immobilization. Alginate. Structural
characterization
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1 INTRODUCAO

Os surfactantes sdo compostos anfipaticos ou anfifilicos que apresentam
em sua estrutura uma porcao hidrofébica e uma porgao hidrofilica, possibilitanto que suas
moléculas se particionem na interface ar/agua ou dleo/agua, promovendo a redugdo da
tensdo superficial ou interfacial. Estas propriedades de superficie ativa permitem que os
surfactantes sejam utilizados como agentes dispersantes, umectantes, espumantes,
emulsionantes e lubrificantes, nos mais diversos setores como: agricola, de alimentos,
quimico, téxtil, papel e celulose, cosméticos, farmacéutico, produtos de limpeza, higiene
pessoal e petrdleo.

Atualmente, grande parte dos surfactantes disponiveis é produzida a partir
de recursos nao renovaveis como os derivados de petrdleo e sua ampla utilizacdo provoca
diversos problemas ambientais devido a sua alta eco toxicidade, alta bio-acumulacao e baixa
biodegrabilidade. Contudo, devido a crescente preocupacdo ambiental existe a tendéncia de
se substituir os surfactantes por biossurfactantes motivada pelas vantagens que os
biossurfactantes apresentam como: baixa toxicidade, alta biodegradabilidade, melhor
compatibilidade ambiental, alta seletividade e atividade especifica em condi¢bes extremas de
temperatura, pH e salinidade e producdo a partir de recursos renovaveis.

Dentre os biossurfactantes os soforolipideos sdo um dos mais promissores
com aplicagdes em diversas dreas como: biorremediacdo; alimentos; cosmetologia;
farmacéutica, nanotecnologia e petrdleo. Além da vasta gama de aplicacOes, apresentam
diversas vantagens como: alta seletividade e atividade especifica em condi¢des extremas de
temperatura, pH e salinidade ;alta aceitabilidade ecoldgica com baixa toxicidade e alta
biodegrabilidade , serem produzidos a partir de recursos renovaveis ou residuos industriais
processo de recuperacao simples, produzidos em grandes quantidades, baixa capacidade de
formacao de espuma e alta detergéncia.

Apesar das inUmeras vantagens e aplica¢cdes que os soforolipideos possuem,
o processo de producdo em larga escala e o custo relativamente elevado ainda sdo um grande
obstdculo para a sua exploracdo comercial e competitividade econbmica perantes os
surfactantes. A exploracdo comercial dos biossurfactantes atingiu um ponto critico e tornou-
se prioridade de muitas empresas, como resultado da iniciativa de sustentabilidade e agendas

verdes.



O sucesso dos biossurfactantes perante os surfactantes depende de diversos
fatores, especialmente o fator custo. Para superar as barreiras dos altos custos na producao
de biossurfactantes, trés estratégias basicas podem ser adotadas: (a) o uso de matéria prima
/ substratos de baixo custo, (b) desenvolvimento de processo fermentativos eficientes; (c)
otimizacdo do meio e condi¢cdes de fermentacdo para que se obtenha niveis 6timos de
producado, produtividade e reducao de custos. Sendo assim, a escolha adequada da forma de
conducdo do processo fermentativo é um passo importante, uma vez que pode aumentar a
produtividade do produto desejado com consequente diminuicao de custos .

O processo fermentativo utilizando células imobilizadas em suportes inertes
€ uma técnica de baixo custo, simples e de grande biocompatibilidade que oferece diversas
vantagens sobre a fermentacdo com células livres como: maior produtividade; processo de
recuperacdo mais simples; reutilizacdo das células imobilizadas;; reducdo dos riscos de
contaminacdo microbiana e diminuicdo de custos na manutencdo de bioreatores. A
imobilizagao celular em matriz de alginato de calcio é uma técnica amplamente utilizada, de
baixo custo, com alta disponibilidade de matéria prima e o processo de gelatinizacdo nado
causa alteracOes drasticas na viabilidade e atividade dos microrganismos imobilizados .

Considerando-se: o amplo campo de aplicagdo dos soforolipideos; as
inimeras vantagens que esses apresentam sobre os surfactantes; os custos de producdo em
larga escala e o processo de imobilizacado celular como estratégia para reducdo de custos, a
presente tese teve o propdsito de avaliar e otimizar a producao de soforolipideos por células

de Candida bombicola ATCC 22214 imobilizadas em alginato de calcio.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1  SURFACTANTES

Os surfactantes sdo compostos anfipaticos ou anfifilicos constituidos de uma
porc¢do hidrofdbica/apolar e uma porgdo hidrofilica/polar. Estas por¢des particionam-se na
interface entre duas fases (6leo/4dgua ou ar/agua), levando a reducdo da tensdo superficial
(dgua/ar) ou interfacial (agua/dleo) e consequente formacdo de micelas onde a fase apolar
pode ser solubilizada na fase polar ou vice-versa (Figura 1). Estas propriedades de superficie
ativa conferem aos surfacatantes diversas propriedades como detergentes, dispersantes,
umectantes, espumantes, estabilizantes, emulsificantes, solubilizantes e lubrificantes (DESAI;

BANAT, Ibrahim M, 1997; GAUTAM; TYAGI, 2006; NITSCHKE; PASTORE, 2002).
Figura 1 - Estrutura anfifilica dos surfactantes, particio entre as fases imisciveis com
formagao micelas

Fase apolar
Hidrofilica £e

Hidrofobica

Fase polar

Fonte: O préprio autor (2017)

O mercado global de surfactantes em termos de volume de producdo, é um
dos maiores e mais importante dentro da classe dos compostos quimicos industriais
(ABOULHASSAN et al., 2006; REZNIK et al., 2010). Este mercado foi avaliado em US$30,65
bilhdes em 2015, com um crescimento constante de 4,4% nos préximos anos chegando a
USS$39,69 bilhdes em 2021 e proximo a USS45,16 bilhdes em 2024 (ACMITE MARKET
INTELLIGENCE, 2016). A maioria dos surfactantes disponiveis atualmente é sintetizada a partir
de derivados de petréleo, com uma producdo estimada em 15,93 milhdes de toneladas em

2014, chegando a 24,19 milhdres de tonelada em 2022 com um crescimento de 5,4 % ao ano.



Grande parte desta producdo é utilizada como detergente doméstico (44,6%) e o restante em
diversos setores como quimico, téxtil, papel e celulose, cosméticos, farmacéutico, higiene
pessoal, agricola e alimentos (GRAND VIEW RESEARCH, 2016).

Devido a grande utilizacdo, uma consideravel quantidade de surfactantes é
liberada no meio ambiente e estes compostos frequentemente sdo tdxicos para o meio
ambiente e produzem grandes problemas de polui¢dao. Apesar das medidas regulatérias
tomadas para evitar o impacto nos sistemas aqudticos, a ecotoxicidade, a bio-acumulacado e
biodegradabilidade de surfactantes tradicionais continuam a ser questdes de grande
preocupacdo, como demonstrado por alguns autores que relatam uma baixa taxa de
biodegradacdo e uma alta toxicidade aqudtica dos surfactantes tradicionais (MANN; BIDWELL,
2001).

Embora, nos ultimos anos surfactantes com melhores caracteristicas e
menor impacto ambiental como os alquil poliglucosideos, alquil poliglucamidas e ésteres
metilicos de acidos graxos, estejam sendo produzidos, sua producdo nem é sempre baseada
em recursos renovaveis e implicam em etapas de sintese quimica (BOGAERT, I. N. A. VAN;
ZHANG, Jinxin; SOETAERT, 2011). Contudo, existe uma tendéncia nos paises industrializados
de se substituir os surfactantes de origem petroquimica por surfactantes naturais ou
biossurfactantes. Esta tendéncia deve-se principalmente a: superioridade dos
biossurfactantes em diversos aspectos, crescente preocupacdao ambiental, leis ambientais
mais severas e utilizacdo da recursos renovaveis para a producdo (BOGAERT, I. N. A. VAN et

al., 2007; DESAI; BANAT, Ibrahim M, 1997; NITSCHKE; PASTORE, 2003).

2.2  PROPRIEDADES TENSOATIVAS

As propriedades de reducdo da tensdo superficial e interfacial apresentadas
pelos surfactantes estdo relacionadas diretamente com a estrutura quimica e da forma com
que estas moléculas se ordenam entre a interface de duas fases liquidas imisciveis
(propriedades interfaciais —tensdo interfacial), ou entre a interface de uma fase liquida e outra
gasosa (propriedades superficiais — tensdo superficial). Dependendo do tipo de interacdo e da
forma do ordenamento das moléulas, os surfactantes apresentam diversas propriedades
como: emulsificacdo, lubrificacdo, micelizacdo, detergéncia, emulsificacdo, dispersao,

molhabilidade e espumabilidade.



2.2.1 Tensao Superficial e Interfacial

A tensdo superficial (entre fases liquidas e gasosas) (Figura 2a) ou interfacial
(entre fases liquidas) (Figura 2b) pode ser definida como a forga de atragdo entre as moléculas
gue impede o rompimento da superficie de contato entre duas fases. A adi¢cdo de surfactantes
nestas fases dimuinui as forcas de atracdo intermolecular diminuindo a tensdo superficial
(Figura 2c) e tensdo interfacial (Figura 2d). A tensdo superficial, tensdo interfacial e a
concentracdo micelar critica (CMC) sdo utilizadas para medir a eficiéncia de um surfactante.
Um agente tensoativo eficiente é aquele que na concentragdo de 0,1% reduz a tensao

superficial da dgua pura de 72 dinas/cm para menos que 35 dinas/cm a 25° C (PACWA-

PLOCINICZAK et al., 2011).

Figura 2 — Acao dos surfactantes sobre a tensdo superficial e interfacial
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2.2.2 Micelizagdo e Concentragdo Micelar Critica

Em baixas concentra¢gdes de surfactante, o grau de ordenagdao de suas
moléculas na interface é baixo (Figura 3a). Com o aumento da concentracdo do surfactante o
seu grau de ordenagao com relagdo a interface também aumenta, suas moléculas orientam-
se paralelamente a interface (Figura 3b). Progressivamente com o aumento da concentracao
e da ordenacdo, a area disponivel na interface diminui até completa saturacdo (Figura 3c). A
partir deste momento, as moléculas de surfactante se rearranjam em uma Unica camada
unidirecional formando as micelas (Figura 3d). Este ponto onde inicia-se a formacdo de
micelas é denominado de concentracdo micelar critica (CMC) e provoca alteracdes bruscas em
diversas propriedades fisicas do sistema, como tensdo superficial, tensdo interfacial,

solubilidade e detergéncia (SINGH, A.; HAMME, VAN; WARD, 2007).

Figura 3 — Relacdo entre a concentragao de surfactante, formacdo de micela e
concentrac¢do micelar critica
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Fonte: O préprio autor (2017)
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Essas alteracdes nas propriedades fisicas podem ser utilizadas para medir a
CMC de cada surfactante. A tensdo superficial e tensdo interfacial acima da CMC, atingem seu
valor minimo e permanecem praticamente constante. A detergéncia e a solubilidade atingem
seu valor maximo acima da CMC. Os valores da CMC variam entre 1 a 2.000 mg/L, quanto
menor o valor da CMC, menor a concentracdo de surfactante necessaria para saturar a
interface liquido/liquido ou liquido/gas e maior a eficiéncia do surfactante. Abaixo da CMC, as
moléculas de surfactantes existem unicamente como monomeros individuais, acima da CMC
existe um equilibrio entre os monomeros e as micelas (MULLIGAN, 2005; NITSCHKE; PASTORE,
2002; ROUSE et al., 1994).

2.2.3 Detergentes

A detergéncia é a capacidade dos surfactantes de formar micelas onde as
moléculas de surfactante envolvem biofilmes ou sujidades aderidas a uma superficie solida.
As sujidades sdo removidas pela solubilizacdo e emulsificacdo provocadas pelo surfactante, a
detergéncia pode ser pontencializado por acdes mecanicas como jatos de dgua e ar (Figura

4a) (HIRATA; RYU; IGARASHI; et al., 2009).

2.2.4 Emulsificantes

A emulsificacdo é a capacidade de promover a suspensao de dois liquidos
imisciveis entre si pela reducdo da tensdo interfacial entre eles, o que leva a formacdo de uma
emulsdo, que sdo classificadas em dois tipos 6leo/dgua ou agua/dleo. Alguns surfactantes
emulsificantes podem apresentar propriedades espalhantes, adesivantes e umectantes

(Figura 4b) (BOGNOLO, 1999).

2.2.5 Dispersantes

A dispersdo ndo permite que ocorra a aglomeracdo ou precipitacdo de
particulas em solucdo (mantém um sélido em suspensdao em um meio liquido). Os surfactantes
reduzem as forcas de coesdo entre as particulas, aumentando a estabilidade de uma emulsdo

ou suspensado (Figura 4c) (BOGNOLO, 1999).
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2.2.6 Molhantes ou umectantes

A molhabilidade é a capacidade de um liquido molhar uma superficie. Os
surfactantes diminuem a tensado superficial de um liquido sobre uma superficie reduzindo o
angulo de contato entre a gota do liquido e a superficie. Além disso, ocorre um retardo na
evaporacdo de agua, aumentando o tempo de contato do liquido com a superficie. Quanto
menor o angulo de contato entre a gota e a superficie, maior a molhabilidade ou

umectabilidade do surfactante (Figura 4d) (CHTIOUI et al., 2010).

2.2.7 Espumantes

A espumabilidde ou capacidade espumante de um surfactante é produzida
através da dispersdao de um gas em um liquido levando a formacdo de bolhas. Os surfactantes
promovem uma maior estabilidade da espuma, agindo na interface liquido/gas ou ar/agua,

reduzindo a tensdo superficial (Figura 4e) (HIRATA; RYU; ODA; et al., 2009).

Figura 4 — Propriedades dos surfactantes
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2.3 BIOSSURFACTANTES

Biossurfactantes sdo surfactantes naturais produzidos por bactérias, fungos
e leveduras. A porc¢ao hidrofébica é uma longa cadeia de acido graxo, hidroxi-acido graxo ou
a-alquil B-hidroxi-acido graxo e a porcdo hidrofilica pode ser um carboidrato, aminoacido,
peptideo ciclico, fosfato, acido carboxilico ou dlcool. Sdo classificados principalmente pela sua
composicdao bioquimica e origem microbiana em dois grandes grupos, biossurfactantes de
baixo peso molecular (glicolipideos, lipopeptideos e lipoproteinas, fosfolipideos, acidos
graxos e lipideos neutros) e de alto peso molecular (biossurfactantes poliméricos e
biossurfactantes particulados) (Tabela 1) (DESAI; BANAT, Ibrahim M, 1997; KAUR SEKHON;
KHANNA; CAMEOTRA, 2012).

Tabela 1 - Classificacdo geral dos biossurfactantes

Classe do biosurfactante Microrganismo produtor
Glicolipideos
Ramnolipideos Pseudomonas aeruginosa

= Trealolipideos Rhodococcus erithropolis
L; Soforolipideos Candida bombicola
S Manosileritritol lipideo Candida antartica
© | Lipopeptideos e Lipoproteinas
£ Surfactina Bacillus subtilis
2 Viscosina Pseudomonas fluorescens
8_ Lichenisina Bacillus licheniformis
g Serrawetina Serratia marcescens
‘w | Fosfolipideos
@ Fosfolipideos Acinetobacter sp.

Acidos graxos/lipideos neutros

Acido corinomicélico Corynebacterium insidibasseosum

E Poliméricos
3 Emulsan Acinetobacter calcoaceticus
9 Alasan Acinetobacter radioresistens
g Liposan Candida lipolytica
8 Lipomanana Candida tropicalis
g_ Particulados
o Vescicular Acinetobacter calcoaceticus
i Celular Cyanobacteria

Fonte: Adaptado de DESAI; BANAT, 1997

Os biossurfactantes desempenham diversas funcbes para os
microrganismos produtores, promovendo vantagens fisioldgicas e ambientais. Dentre estas
funcbes podemos relatar: patogenicidade; adesao celular; motilidade; sinalizacdo e
diferenciacado celular; protecao (formacdo de biofilmes); absorcdo e biodisponibilidade de
substratos hidrofébicos; amensalismo (antibiose); sequestrante de compostos tdxicos;
armazenamento de fonte de carbono; captacdo génica via transinfec¢do; maturacgdo celular e

quorum sensing (HAMME, VAN; SINGH, A.; WARD, 2006; NITSCHKE; PASTORE, 2002).



14

Os biossurfactantes possuem propriedades muito semelhantes aos
surfactantes de origem petroquimica e sdo superiores devido a: natureza ecoldgica e
sustentavel (CHEN, Minglei et al., 2011; NGUYEN et al., 2010); baixa toxicidade (MULLIGAN,
2005); alta biodegradabilidade (LAWNICZAK; MARECIK; CHRZANOWSKI, 2013); baixa CMC
(BHADORIYA; MADORIYA, 2013); alta tensdo superficial (LIU, Y. et al., 2013); alta atividade
emulsificante (IBRAHIM et al., 2013); alta estabilidade em condi¢Ges extremas de salinidade,
pH e temperatura (CHANDANKERE et al., 2013); ampla diversidade estrutural e funcional
(SATPUTE et al., 2010); producgao utilizando recursos renovaveis (HENKEL et al., 2012) e
possibilidade da utilizacdo de técnicas de biologia molecular na producdo (ROELANTS, S. L. K.
W. et al., 2013).

As principais aplicacoes dos biossurfactantes em diferentes setores estado
estdo representados na Tabela 2 (SINGH, A.; HAMME, VAN; WARD, 2007). Com a  maior
preocupagdo dos consumidores para produtos ambientalmente corretos e sustentaveis,
diversos fabricantes de surfactantes no mundo, estdo entrando no mercado de
biossurfactantes (KAUR SEKHON; KHANNA; CAMEOTRA, 2012; MARCHANT, Roger; BANAT,
Ibrahim M, 2012). A demanda mundial de biossurfactantes deverd chegar a 462.000 toneladas
até 2020, com um crescimento de 4,3% ao ano de 2014 a 2020, um mercado avaliado em USS

2.308,8 milhodes.

Tabela 2 — Areas de aplicagdes dos biossurfactantes e suas principais fungdes

Area Aplicagao Papel do biosurfactante

Facilitagdo de mecanismos de controle biolégico como parasitismo, antibioses,
competigdo, indugdo de resisténcia e hipoviruléncia

Emulsificagdo, solubilizagdo; demulsificagdo; suspensdo; molhamento;
espumante; lubrificante

Ingrediente funcional Interagdo com lipideos, proteinas e carboidratos; agente protetor
Emulsificagdo de hidrocarbonetos; abaixamento da tensdo interfacial;
sequestro de metais

Emulsificagdo através da aderéncia aos hidrocarbonetos; dispersdo; agente
espumante; detergente; enxague de solos

Comportamento fisiol6gico como mobilidade celular, comunicagdo celular,
Microbiolégica disponibilidade de nutriente, competigdo célula-célula, patogénese animal e
vegetal

Agentes antibacterianos, antifingicos, antivirais; agentes adesivos; moléculas
Farmacéutica e terapéutica imunomodulatdrias; vacinas; terapia génica; estimulantes de fibroblastos
dérmicos

Biocatdlise em sistemas aquosos de duas fases e microemulsdes;
Bioprocessos | Processos de recuperagdo biotransformacdo; recuperacdo de produtos intracelulares; aumento da
produgdo de enzimas extracelulares e produtos da fermentagdo
Emulsificantes, agentes espumantes, solubilizantes, agentes molhantes,
limpantes, agentes antimicrobianos, mediadores de a¢do enzimatica

Melhora drenagem nos pogos de petrdleo, estimula a liberagdo de dleo
aprisionado por capilaridade; umedecimento de superficies; redugdo da
viscosidade e ponto de fluidez; diminui¢do da tensdo superficial; dissolugdo de
petrdleo

Demulsificagdo de emulsGes de dleo; solubilizagdo de odleos; redugdo de
viscosidade; agente molhante

Agricultura Controle bioldgico

Emulsificagdo e demulsificagdo
Alimentos ¢ ¢

Biorremediagdo

Ambiental
Remediagdo e enxague de solos

Bioldgica

Cosméticos Produtos de beleza de saude

Recuperagdo melhorada de petrdleo
Petréleo

Demulsificagdo

Fonte: (SINGH, A.; HAMME, VAN; WARD, 2007)
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O interesse pelos biossurfactantes tem aumentado consideralvelmente nas
duas ultimas décadas, como candidato para potenciais aplicacGes na industria petroquimica,
farmacéutica, biomédica e alimenticia (JAMAL; NAWAWI; ALAM, 2012). Em um levantamento
realizado por Shete e colaboradores (2006) sobre patentes relacionadas aos biossurfactantes,
os autores salientam que no ano de 2006 existiam 255 patentes relacionadas a utilizacdo de
biossurfactantes em diversas areas como: industria de petréleo (33%), cosméticos (15%), area
biomédica (12%) e biorremediacdo (11%). Ja as patentes baseadas no tipo de biossurfactantes
24% eram relacionadas aos soforolipideos, 16% ao emulsan, 13% a surfactina e 12% aos
ramnolipideos (SHETE et al., 2006).

As cinco maiores empresas do setor de biossurfactantes que detem 90% do
mercado sdo BASF Cognis, Ecover, Urumqui Unite, Saraya e MG Intobio (RADIANT INSIGHTS,
2014). Alguns biossurfactantes sdo comercializados com sucesso, mas a maioria destes ndo
conseguiram uma boa penetracdo de mercado devido aos seus altos custos de producdo,
baixa produtividade e linhas de producdo insatisfatérios (GEYS; SOETAERT; BOGAERT, I. N. A.
VAN, 2014). Para que ocorra um aumento na demanda por biossurfactantes, os custos de
producdo devem melhorar significativamente e novos biossurfactantes e cepas produtoras

devem ser pesquisadas (KONISHI et al., 2016).

2.4 SOFOROLIPIDEOS

Os soforolipideos sdo metabdlitos secunddrios produzidos principalmente
pela levedura Candida bombicola, a partir de agucares e lipideos, como uma mistura de
compostos de estruturas quimicas relacionadas, (COOPER; PADDOCK, 1984). Estruturalmente
sdo compostos de um dissacarideo sefarose (fracdo polar) ligados por ligacdo B-glicosidica a
uma longa cadeia de 4acido graxo (fracdo apolar) (Figura 5) (ASMER et al., 1988; GORIN;
SPENCER; TULLOCH, 1961).

Figura 5 - Estrutura geral dos soforolipideos

OH

Fonte: (GORIN; SPENCER; TULLOCH, 1961)
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Dentre os biossurfactantes os soforolipideos sdo um dos mais conhecidos,
promissores e atrativos biossurfactantes que combinam quimica verde com baixa pegada de
carbono (sem o indesejaveis sub produtos ou desvantagens ambientais associadas com
surfactantes sintéticos) (DESAI; BANAT, lbrahim M, 1997; DEVELTER, D. W. G.; LAURYSSEN,
2010). Os soforolipideos podem ser utilizados em diversas dreas como agricultura (YOO, D.-S.;
LEE, B.-S.; KIM, EUN-Ki, 2005), biorremediacao (KANG et al., 2010), farmacéutica (CHEN, J. et
al., 2006), cosmetologia (LOURITH; KANLAYAVATTANAKUL, 2009), alimenticia (YUAN; YANG,
S.; CHEN, J., 2012) e nanotecnoldgica (KASTURE et al., 2007).

S3o considerados superiores aos surfactantes sintéticos devido a: alta
seletividade e atividade especifica em uma ampla faixa de pHs, temperaturas e salinidade
(CHANDRAN; DAS, 2012); baixa formacdo de espuma, excelentes propriedades detergentes
(HIRATA; RYU; ODA; et al., 2009); dureza da agua ndo afeta suas propriedades superficiais e
interfaciais; sinergismo entre as formas acidicas e lactonicas aumenta a atividade surfactante
(HIRATA; RYU; IGARASHI; et al., 2009); baixa toxicidade e alta biodegrabilidade (BAEK et al.,
2003; MA, X.-J.; LI, Hui; SONG, 2012); podem ser produzidos em grandes quantidades (PEKIN,
Gulseren; VARDAR-SUKAN; KOSARIC, Naim, 2005) baseado em recursos renovaveis (ZHOU, Q.-
H.; KOSARIC, Naim, 1995), subprodutos e residuos agroindustriais (ASHBY et al., 2005) e sdo
compostos geralmente reconhecido como seguro — GRAS (BOURDICHON et al., 2012; JOSHI-
NAVARE, Kasturi; PRABHUNE, A. A., 2013).

2.5 MICRORGANISMOS PRODUTORES

Atualmente na literatura sdo relatados vinte trés microrganismos
produtores de soforolipideos (Tabela 3), dentre estes a levedura Candida bombicola ATCC
22214 é o microrganismo produtor de soforolipideos mais utilizado e estudado.

A levedura Candida bombicola (Figura 6) foi isolada pela primeira vez em
1970 por Spencer, Gorin e Tulloch a partir de néctar de flores silvestres e mel de Bombus sp.
(Mamangaba) (SPENCER; GORIN; TULLOCH, 1970). Pelo fato de ter sido isolado a partir de mel
de abelhas do genéro Bombus sp. o nome Torulopsis bombicola foi dado a espécie.
Inicialmente identificada e classificada como pertencetes ao Género Torulopsis devido a
dificuldades na identificacdo por testes bioquimicos, somente em 1998 foi proposta a criacdo

do Género Starmerella baseada em analises filogenéticas.
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Microrganismo produtor

Referéncia

Candida apicola

GORIN; SPENCER; TULLOCH, 1961

Torulopsis gropengiesseri

JONES, 1967

Rhodotorula bogoriensis

TULLOCH; SPENCER; DEINEMA, 1968

Candida bombicola

SPENCER; GORIN; TULLOCH, 1970

Torulopsis petrophilum,

COOPER; PADDOCK, 1983

Wickerhamiella domercgiae Y2A

CHEN et al., 2006

Candida batistae CBS 8550

KONISHI et al., 2008

Pichia anomala PY1

THANIYAVARN et al., 2008

Candida floricola TM1502

IMURA et al., 2010

Candida sp. NRRL Y-27208

KURTZMAN et al., 2010

Candida stellate

KURTZMAN et al., 2010

Candida riodocensis

KURTZMAN et al., 2010

Trichosporon asahii

CHANDRAN; DAS, 2010

Candida rugosa

CHANDRAN; DAS, 2011

Rhodotorula muciliginosa

CHANDRAN; DAS, 2011

Candida kuoi

KURTZMAN, 2012

Candida tropicalis

CHANDRAN; DAS, 2012

Candida albicans 0-13-1

YANG et al., 2012

Cryptococcus sp. VITGBN2

BASAK; DAS; DAS, 2013

Cyberlindnera samutprakarnensis JP52

POOMTIEN et al., 2013

Lachancea thermotolerans

MOUSAVI; MAAL; MASSAH, 2014

Starmerella orientalis

WANG et al., 2016

Rhodotorula babjevae YS3

SEN et al., 2017

Fonte: o proprio autor (2017)

Figura 6 - Microfotografia da Candida bombicola ATCC 22214 obtida por Microscopia

Eletronica de Varredura

Fonte: O proprio autor (2017)

Muitas vezes, a espécie Candida bombicola é referida como Starmerella
bombicola que é a forma teleomoérfica (fase sexual) da forma anamorfica (fase assexual) da
Candida bombicola. O nome do Género Starmerella foi dado em homenagem a Willian T.
Starmer, em reconhecimento a sua contribuicdo para a ecologia e evolucao de leveduras

associadas a plantas e insetos (ROSA; LACHANCE, 1998).
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Atualmente o Género Starmerella contem aproximadamente 30 espécies de
leveduras. As espécies como Candida magnoliae, Candida bombicola e Candida batistae
parecem estar envolvidas em relagcdes mutualisticas com abelhas (INGLIS; SIGLER; GOETTE,
1993; ROSA et al., 2003) e estdo presentes no néctar de plantas rico em sacarose que sao
polinizadas por nectarivoros (colibris, mamangabas e abelhas) (MITTELBACH et al., 2015).
Fisiologicamente similares, a maioria das leveduras do Género Starmerella s3o
microrganismos fermentativos que utilizam poucas fontes de carbono, todas sendo
osmotolerantes, indicando especializa¢do relativa ao nicho comum (LACHANCE, M.-A., 2011).

As caracteristicas gerais da Candida bombicola sdo mostradas na Tabela 4.

Tabela 4 - Caracteristicas gerais da levedura Candida bombicola ATCC 22214

Classificagdo filogenética

Reino:

Fungi

Sub-reino:

Dikarya

Filo:

Ascomycota

Sub filo:

Saccharomycotina

Classe:

Saccharomycetes

Sub classe:

Saccharomycetidae

Ordem:

Saccharomycetales

Familia:

Saccharomycetaceae

Genéro:

Starmerella

Espécie:

Candida bombicola

Forma anomorfica

Starmerella bombicola

Forma teleomorfica

Sinénimos

Candida bombicola, Starmerella bombicola, Torulopsis bombicola

Designagoes para colegdes

ATCC 22214, PRL 319-67, CCRC 21323, CBS 6009, CCRC 22302, IFO 1449, NRIC 1806, IFO 10243 e NRRL Y-17069

Caracteristicas bioquimicas

Leveduras fermentativas

Heterotalicas

| Osmotolerantes

Testes de fermentagdo de carboidratos *

Glicose (+) Galcatose (-) Sacarose (+)
Maltose (-) Lactose (-) Rafnose (v)
Trealose (-)

Testes de crescimento em meio agar *
Glicose (+) Salicina (-) Manitol (+)
Inulina (-) L-Sorbose (v) Glucitol (v)
Sacarose (v) L-Ramnose (-) Mio-Inositol (-)
Rafinose (v) D-Xilose (-) DL-Lactato (-)

Melibiose (-) L-Arabinose (-) Succinato (s/-)

Galactose (w/-) D-Arabinose (-) Citrato (v)

Lactose (-) D-Ribose (-) D-Gluconato (v)

Trealose (-) Metanol (-) D-Glucosamina (-)
Maltose (-) Etanol (+) N-Acetil-D-Glucosamina (-)
Melezitose (-) Glicerol (+) Hexadecano (-)
Metil-A-D-Glicosidio (-) Eritrol (-) Nitrato (-)

Amido Soluvel (-) Ribitol (-) Vitamina Livre (-)
Celobiose (-) Galactitol (-)

* (+) Positivo, (-) Negativo, (v) Variavel, (s) Positivo mais lento, (w) fraco

Fonte: Adaptado de (KURTZMAN; FELL; BOEKHOUT, 2011; LACHANCE, M.-A., 2011; ROSA et al., 2003).
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Apesar da levedura carregar consigo o nome do Género Candida que
engloba muitas leveduras patogénicas como a Candida albicans, ambas encontram-se
filogeneticamente distantes. Candida bombicola é uma levedura ndao patogénica que ndo
utiliza o codon alternativo de traducdo CUG (serina ao invés de leucina) como ocorre em
diversas outras espécies de Candida como C. albicans, C. cylindracea, C. parapsilosis, C.
melibiosica, C. zeylanoides, C. rugosa, C. maltosa, C. tropicalis, C. lusitaniae, C. guillermondii,

e C. viswanathii (BOGAERT, I. N. A. VAN et al., 2007; SUGITA; NAKASE, 1999).

2.6 ESTRUTURA DOS SOFOROLIPIDEOS

Os soforolipideos sdo moléculas anfipaticas ou anfifilicas formadas por uma
porcdo hidrofilica e uma por¢do hidrofébica. A fracdo hidrofilica é composta de um
dissacarideo sefarose (2’-O-B-D-glicopiranosil-B-glicopiranose) ligados a uma fracdo
hidrofébica composta de uma longa cadeia de acido graxo através de uma ligacdo B-glicosidica
(Figura 7a) (ASMER et al., 1988; TULLOCH; SPENCER, 1968). Sdo produzidos como uma mistura
das formas acidicas e lactonicas, com diferentes graus de acetilacdo, comprimentos da cadeia
do acido graxo, saturacoes e posicao de hidroxilacdo. A composicdo da mistura influencia em
suas propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas (ASHBY; SOLAIMAN; FOGLIA, T. A., 2008;
GLENNS; COOPER, 2006; MORYA, V K et al., 2013).

A ampla variacdo estrutural dos soforolipideos deve-se a muitas
combinacgGes estruturais possiveis:

(a) a ligacdo B-glicosidica ocorre entre o carbono anomérico da sefarose
(C1’) e o carbono w (terminal) ou w-1 hidroxilado (sub-terminal) do acido graxo (Figura 7b).
(ASMER et al., 1988; TULLOCH; HILL; SPENCER, 1968);

(b) os grupamentos hidroxila da sefarose nos carbonos C6’ e C6” podem
estar desacetilados, monoacetilados ou diacetilados (Figura 7c) (ASMER et al., 1988; OTTO et
al., 1999);

(c) presenca de formas acidicas e lacténicas; na forma lacténicas o
grupamento carboxila do acido graxo pode estar esterificado a sefarose nos carbonos C4”, C6’
ou C6” (esterificacdo no C4” é mais frequente) (Figura 7d), na forma acidica o grupamento
carboxila do acido graxo encontra-se livre (Figura 7e) (ASMER et al., 1988);

(d) a cadeia do acido graxo pode variar em tamanho (mais comum C16 e
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C18), com presenca ou ndo de insaturacdes (saturada, monoinsaturada ou poli-insaturada)
(Figura 7f) (HU, Y.; JU, 2001a); presenca de estereoisomeros (NUNEZ et al., 2001);
(e) os soforolipideos podem sofrer reacbes de polimerizacdo e formar

estruturas diméricas ou triméricas (Figura 8) (PRICE et al., 2012).

Figura 7 - Variacao estrutural dos soforolipideos
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Figura 8 — Formas diméricas e triméricas dos soforolipideos
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2.7 BIOSSINTESE DOS SOFOROLIPIDEOS

Os soforolipideos sdo metabdlitos secunddrios produzidos por leveduras
ndo patogénicas principalmente Candida bombicola, a partir de fontes de carbono hidrofilicas
como glicose e hidrofébicas como alcanos e acidos graxos. S3o excretados para o meio
extracelular como uma mistura de compostos de estruturas quimicas relacionadas (COOPER;
PADDOCK, 1984). A biossintese de soforolipideos (Figura 9) ocorre de forma dissociada ao
crescimento celular (KIM, Youg-Bum; YUN; KIM, Eun-Ki, 2009) e condi¢Bes limitantes de

nitrogénio (CASAS, J.A.; GARCIA DE LARA; GARCIA-OCHOA, 1997; RAU et al., 2001).
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A limitagdao de nitrogénio leva a um aumento da atividade das enzimas
envolvidas na biossintese de soforolipideos, as quais estardo totalmente ativas até o final da
fase exponencial (ZHOU, Q.-H.; KOSARIC, Naim, 1995).

O acido graxo (fonte de carbono hidrofdbica) necessario para a sintese dos
soforolipideos suplementado no meio pode ser de diversos tipos como: acido graxo; n-
alcanos, dlcoois, aldeidos, triglicerideos ou ésteres de acidos graxos, que serdo metabolizados
até seu acido graxo correspondente. Caso o meio ndo contenha fonte de carbono hidrofdbica,
esta serd formado via sintese de Novo, a partir de acetil-CoA originado da via glicolitica
(BOGAERT, I. N. A. VAN et al., 2007).

A glicose incorporada na estrutura dos soforolipideos origina-se da
gliconeogénese. A glicose presente no meio é metabolizada pela via glicolitica (HOMMEL, R K
et al., 1994). Em baixas concentracdes de glicose, as fontes de cabono hidrofébicas sdo
metabolizadas através da B-oxidacdo e utilizadas para a manutencdo celular ao invés da
sintese de soforolipideos (BOGAERT, I. N. A. VAN et al., 2011). A biossintese é um processo
intracelular que se inicia com o transporte de acidos graxos, que envolve proteinas
transportadoras e processos de difusdo. Quando a sintese de soforolipideos utiliza acidos
graxos exégenos de cadeia longa, estes sao transportados para o meio intracelular pela
Proteina Transportadora de Acidos Graxos de Cadeia Longa (PTAG) ligada a membrana (LI,
Jiashan; XIA, C.; et al., 2016). O processo de biossintese de soforolipideos, inicia-se com a
hidroxilacdo do acido graxo presente no meio (processo de ativacdo).

A ativacdo dos acidos graxos ocorre através de hidroxilagdo do seu carbono
terminal (w) ou subterminal (w-1), (Figura 9a) que é realizada pela enzima CYP52M1
(Citocromo P450 Monooxigenase pertencente familia CYP52M1) NADPH dependente, ligada
a membrana celular, levando a formacdo do acido graxo ativado hidroxilado correspondente.
Este por sua vez pode ser metabolizado via B-oxidacdo ou atuar como precursor para a sintese
de soforolipideos (BOGAERT, I. N. A VAN et al., 2009; HOMMEL, R K et al., 1994; HOMMEL,
Rolf K. et al., 1994). A enzima CYP52M1 é expressa exclusivamente na fase estacionaria e
possivelmente potencializada por uma proteina de resisténcia a dano (DAP1), que estabiliza e
regula as proteinas CYP450 e participa do metabolismo de lipideos e esterdis (CIESIELSKA et
al., 2013, 2014). Nas proximas duas etapas duas moléculas de glicose serdo ligadas ao acido
graxo ativado. A primeira molécula de glicose é ligada (posicdo C1’) ao grupamento hidroxila

w ou w-1 do acido graxo por acdo da Glicosiltransferase | (UgtA1) (Figura 9b).
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Posteriormente, uma segunda molécula de glicose é ligada ao C2’ da
primeira molécula de glicose ligado ao acido graxo através da Glicosiltransferase 1l (UgtA2)
(Figura 9c) (SAERENS, K. M. J. et al., 2011). Ambas as reacGes requerem que a glicose (doadora
de grupamentos glicosil) esteja ativada na forma de UDP-glicose (Glicose uridina difosfato)
(BRAKEMEIER; WULLBRANDT, D; LANG, 1998; BRAKEMEIER; WULLBRANDT, Dieter; LANG,
1998). Ambas enzimas UgtAl e UgtA2 sdo expressas em altas quantidades no inicio da fase
estacionaria (CIESIELSKA et al., 2013).

O produto da segunda reacao de glicosilagdo sao os soforolipideos em sua
forma acidica ndo acetilados, reacdes posteriores de acetilacdo e lactonizacdo, promovem a
variacOes estruturais. A acetilacdo da sefarose nas posicées C6” e C6"" sdo mediadas por acdo
da Acetil-transferase dependente de Acetil-conenzima A (Figura 9d).

Os soforolipideos em sua forma acidica sao excretados para o meio
extracelular. O processo de excrecdo dos soforolipideos ainda n3do foi totalmente elucidado,
este processo pode ocorrer a partir da formacdo de vesiculas, mediada possivelmente por
transportadores passivos ou ativos, como a proteina transportadora ABC (MDR) (BOGAERT, I.
N. A. VAN et al., 2013). O controle do acumulo intracelular de soforolipideos pode ocorrer
através do controle dos transportadores (MDR) (Figura 9e) ou enzimas de degrada¢dao como
a enzima Flavina Monooxigenase MoA especifica para o soforolipideos acidicos diacetilados
C18:2 e outras enzimas ainda ndo identificadas (LI, Jiashan; LI, Hui; et al., 2016)

O processo de lactonizagcdo intramolecular dos soforolipideos acidicos
desacetilados ou acetilados, ocorre através de uma reacdo de esterificacdo entre o
grupamento carboxila do acido graxo e o grupamento hidroxila C4”", podendo ocorrer mais
raramente no C6'ou C6”" (ASMER et al., 1988), a reacdo de lactonizacdo é catalisada pela

enzima lactona estearase (Figura 9f) (CIESIELSKA et al., 2014, 2016).



Figura 9 - Biossintese de soforolipideos
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2.8 FUNCAO FISIOLOGICA DOS SOFOROLIPIDEOS

Embora a funcdo fisiologica dos biossurfactantes ndo seja completamente
compreendida, estes desempenham diversas funcdes essenciais para o crescimento e
manutencdo celular. Uma generalizacdo destas fungdes é extremamente dificil, pois, os
biossurfactantes sdo produzidos por uma grande variedade de microrganismos, com
diferentes estruturas quimicas e com propriedades superficiais muito distintas. Portanto, cada
biossurfactante pode desempenhar diferentes funcdes fisioldgicas, proporcionando
diferentes vantagens para os microrganismos produtores em seus nichos ecoldgicos
(FRACCHIA et al., 2011).

As funcbes fisioldgica dos soforolipideos, ndao s3o totalmente
compreendidas até o momento, mas algumas hipdteses foram levantadas. Os soforolipideos
sdo provavelmente formados e liberados para o meio extracelular como fonte de
armazenagem extracelular de carbono (HOMMEL, R K; BAUM; KLEBER, H. P., 1994). O habitat
dos microrganismos produtores de soforolipideos como Candida bombicola e Candida apicola
sdo no mel, néctar e pdlen (INGLIS; SIGLER; GOETTE, 1993). Como estes habitats sdo de alta
pressdao osmoética, a producdo de soforolipideos pode ser uma forma de adaptacado e protecdo
a essas altas concentragdes de agucar (HOMMEL, R K; BAUM; KLEBER, H. P., 1994), além de
serem uma vantagem adaptativa, onde a levedura, converte e armazena os carboidratos e
torna-os menos disponiveis para outros microrganismos (BOGAERT, I. N. A. VAN et al., 2007).

Muitos microrganismos sdo capazes de crescer em substratos lipofilicos,
como, por exemplo, hidrocarbonetos como fonte Unica de carbono. Estes microrganismos sao
capazes de emulsionar fontes de carbono hidrofébicas durante o crescimento. Esta
capacidade emulsionante é dada pela producdo de biossurfactantes extracelulares,
principalmente de glicolipideos, o que permite a captura do substrato para o espaco
periplasmatico (ITO; INOUE, 1982). No entanto, esta teoria, ndo é muito aceita para a
formacao de soforolipideos, especialmente porque os soforolipideos podem ser produzidos
guando nenhum substrato hidrofdbico esteja presente e quando presentes sdo produzidos
em quantidades que excedem em muito a concentra¢ao necessaria para emulsificacao destes
substratos (BOGAERT, I. N. A. VAN et al., 2007).

Os soforolipideos possuem atividade antimicrobiana contra algas (SUN, X.-

X.etal., 2004), leveduras (ITO; KINTA; INOUE, 1980) e bactérias (SHAH, Vishal; BADIA; RATSEP,
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2007) através da desestabilizacdo e alteracdo da membrana lipidica (AZIM et al., 2006)
conferindo-lhes atividade antimicrobiana, esta atividade antimicrobiana ou biocida pode
servir como um mecanismo de competicdo interespécies como ocorre com outros

biossurfactantes (DESAI; BANAT, lbrahim M, 1997).

2.9 PROPRIEDADES SUPERFICIAIS DOS SOFOROLIPIDEOS

Os soforolipideos sdo compostos por uma mistura de moléculas aniénicas
(acidicas) e ndo idnicas (lactOnicas). Esta mistura gera um efeito sinérgico na acdo do
soforolipideos como surfactante (HIRATA; RYU; ODA; et al., 2009)(HIRATA; RYU; ODA; et al.,
2009). Qualquer mudanca na estrutura dos soforolipideos como grau de acetilacdo da
sefarose, presenca de insaturagdes do acido graxo, lactoniza¢ao, etc, influenciam em suas
propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas dos soforolipideos. Para as propriedades de
superficie ativa a mudanca estrutural mais importante é o comprimento da cadeia de acido
graxo (AHN; MORYA, Vivek Kumar; KIM, Eun-Ki, 2016).

A CMC e a tensao superficial diminui com o0 aumento no comprimento da
cadeia do acido graxo, sendo mais acentuada a mudanca para soforolipideos com acidos
graxos menores (C10 e C12) (AHN; MORYA; KIM, 2016). Para alquil ésteres de soforolipideos
a relacdo também é inversa com o comprimento das cadeias dos alquil ésteres, onde o CMC
diminui até 50% por CH; adicionado a cadeia do alquil éster ,ou seja, o aumento da cadeia do
alquil éster diminui o CMC (GLENNS; COOPER, 2006; ZHANG, L. et al., 2004).

Soforolipideos na forma lactonicas sdo surfactantes mais efetivos que as
formas acidicas, o grau de acetilacdo também interfere nas propriedades superficiais. As
formas diacetiladas sdo mais efetivas na reducdo da tensao superficial do que as lactonicas
monoacetiladas (GLENNS; COOPER, 2006) ou seja com o aumento do grau de acetilacdo dos
soforolipideos ocorre uma diminuicdo do CMC (OTTO et al.,, 1999). Os soforolipideos
apresentam baixa capacidade emulsificante (CAVALERO; COOPER, 2003; COOPER; PADDOCK,
1984) que aumenta com a diminuicdo da cadeia do acido graxo (AHN; MORYA, Vivek Kumar;
KIM, Eun-Ki, 2016).

Os soforolipideos mantém suas propriedades surfactantes ativas em altas
concentracdes salinas e em uma ampla faixa de temperaturas (COOPER; PADDOCK, 1984;

ELSHAFIE, A. E. et al., 2015; HIRATA; RYU; IGARASH]I; et al., 2009), mas em pHs acima de 8,0
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perdem suas atividades pois pode ocorrer a hidrdlise dos grupamentos acetila e ligacdes éster
(ITO; KINTA; INOUE, 1980). A solubilidade dos soforolipideos aumenta com o pH, devido a
dissociacdo do grupamento acido livre da forma acidica, ou seja, a forma acidica é mais
hidrofilica que a forma lacténica, especialmente em pH mais elevados (HU, Y.; JU, 2001a,
2001b).

Os soforolipideos apresentam baixa espumabilidade e estabilidade
espumante, em uma ampla faixa de concentra¢des. Quando comparadaa outros surfactantes
com caracteristicas de supressoras de espumas, a espumabilidade dos soforolipideos pode ser
até dez vezes menores (HIRATA; RYU; IGARASHI; et al., 2009). A espumabilidade dos
soforolipideos diminui com o aumento da cadeia de acidos graxo (AHN; MORYA; KIM, 2016).
Esta baixa capacidade espumante pode ser devido a baixa adsorcdo, rapida difusdo e ou
grande area ocupada pela molécula na interface liquido/gas (HIRATA; RYU; IGARASHI; et al.,
20009).

O poder detergente dos soforolipideos é compardvel e algumas vezes
superior aos surfactantes comerciais. As propriedades detergentes e supressoras de espuma
dos soforolipideos praticamente ndo s3o alteradas em altas concentracbes de Ca*? e Mg*?
(dgua dura). As atividades superficiais dos surfactantes contendo grupos carboxilicos
geralmente dimininuem em agua dura, pois estes grupamentos se ligam aos ions Ca*?> e Mg*2.
Ja os soforolipideos ndo sdo afetados devido a formac¢do de estruturas do tipo bola pelas
formas acidicas e na porcdo hidrofilica os soforolipideos ndo possuem grupamentos

carboxilicos mas sim sefarose na porgao hidrofilica (HIRATA; RYU; ODA; et al., 2009).

2.10 APLICACOES DOS SOFOROLIPIDEOS

InUmeras propriedades favorecem e promovem a aplicacdo dos
soforolipideos em diversas areas. Dentre estas propriedades podemos destacar: (a) alta
biodegrabilidade e aceitabilidade ecolégica; (b) a combinacdo de baixa formacdo de espuma,
alta detergéncia e alta eficiéncia surfactante em baixas concentracao e (c) baixa citotoxicidade
em suas concentracdes efetivas (BAEK et al., 2003; SOLAIMAN et al., 2004). A toxicidade dos
soforolipideos é menor que a citotoxicidade da surfactina, que é um biossurfactante do tipo
lipopeptideo comercializado em formulagdes de cosméticos com baixissima taxa de irritagao

da pele (KRIVOBOK et al., 1994; OTTO et al., 1999).
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As formas lactonicas sdo mais hidrofébicas (JOSHI-NAVARE, K; KHANVILKAR;
PRABHUNE, A, 2013) e possuem melhores atividades biocidas (ITO; KINTA; INOUE, 1980),
antitumoral (SHAO, L. et al., 2012), espermicida, citotdxica e antinflamatdria (SHAH, Vishal et
al., 2005). Por outro lado, as formas acidicas sdo mais hidrofilicas, possuem uma maior
capacidade espumante e solubilidade (HIRATA; RYU; IGARASHI; et al., 2009) sendo mais
utilizadas em alimentos, biorremedia¢do, cosméticos, produtos de limpeza e recuperacao
melhorada de petrdleo (MA, X. et al., 2011).

Atualmente os soforolipideos sao produzidos e comercializados por diversas
empresas nas mais variadas areas (Tabela 5), sendo compostos ativos em diversos produtos
de beleza e higiene pessoal (shampoos, sabonetes, cremes antiacne, produtos anti-caspa,
lapis labial, rouge, creme labial, batons, e pasta de dentes), limpeza residencial (detergente,
sabdo em pd) e biopesticidas (DIAZ DE RIENZO et al., 2016; PENG; TOTSINGAN; et al., 2014;
ROELANTS, S. L. K. W. et al., 2014, 2016). Além destes produtos ja em comercializacdo os
soforolipideos possuem potencial para aplicacdo em diversas outras dreas como agricultura,
alimentos, biomédica, biorremedia¢do, cosméticos, nanotecnologia e petrolifera. A Tabela 6

apresenta as aplicacdes dos soforolipideos nestas diversas areas.

Tabela 5 - Empresas fabricantes de produtos a base de soforolipideos

Empresa Pais Area de atuagio

Allied Carbon Solutions Ltd. Japao Agroquimicos

Croda Reino Unido Cosméticos e higiene pessoal
DSM Nutritional Products Holanda Cosméticos e higiene pessoal
Ecover Belgium Bélgica Produtos de limpeza e lavanderia
Envgreen China Produtor de soforolipideos
Evonik Alemanha Produtos de limpeza

Groupe Soliance Franga Cosméticos

Henkel Alemanha Produtos de limpeza e cosméticos
Kaneka Co. Japdo Cosméticos e higiene pessoal

MG Intobio Co. Ltd. Coréia | Cosméticos e higiene pessoal
Saraya Co. Ltd. Japdo Produtos de limpeza e lavanderia
Synthezyme LLC EUA Produtos de limpeza, cosméticos, fungicidas e emulsificantes

Fonte: Adaptado (DIAZ DE RIENZO et al., 2016; PENG; MUNOZ-PINTO; et al., 2014; ROELANTS, S. L. K. W. et
al., 2014, 2016).

Tabela 6 - Aplicaces dos soforolipideos

Aplicacdo | Fungdo dos soforolipideos Referéncia
Agricultura

Antimicrobiano Atividade antifiingica contra Phytophthora sp e Pythium sp que causam | (YOO, D.-S.; LEE, B.-S.; KIM, EUN-Ki,
podriddo de raizes como tomates e morango 2005)

Solubilizante Agente solubilizante para fungicidas, herbicidas e inseticidas (ERNENWEIN et al., 2015)

Fungicida Soforolipideos exibem atividades antimicrobianas contra 25 espécies de | (SCHOFIELD; THAVASI;  GROSS,
fitopatégenos Richard A, 2013)

Herbicidas Adjuvante na formulagdo de herbicidas poés emergentes melhorando a | (VAUGHN et al., 2014)
adesdo e absorg¢do dos herbicidas nas plantas




29

Alimentos
Antibiofilme Rompe e inibe a formagdo de biofilmes de Pseudomonas aeruginosa | (DIAZ DE RIENZO et al., 2016)
PAO1, Bacillus subtilis NCTC 10400 e Staphilococcus aureus ATCC 9144
Escherichia coli NCTC1254
Antibiofilme Rompe e inibe a formagdo de biofilmes de Ralstonia eutropha ATCC 17699 | (RIENZO et al., 2014)

e Bacillus subtilis BBKOO6

Anticongelante

Previnem a formagdo de cristais de gelo em produtos armazenados em
camaras frigorificas

(MASARU et al., 2001)

Conservantes Conservante de frutas in natura, inibindo o crescimento de fungos que | (YUAN; YANG, S.; CHEN, J., 2012)
causam a podriddo de frutos

Embalagens Conjugagdo de soforolipideos com biopolimeros permite o | (SOLAIMAN et al., 2015)
desenvolvimento de biofilmes para embalagem de alimentos com
propriedades antimicrobianas e sistema de liberagdo controlada

Sanitizante Agente sanitizante para lavagem e limpeza de frutas e vegetais que | (PIERCE; HEILMAN, 2001)
possam estar contaminadas com Escherichia coli e Salmonella.

Sanitizante Agente sanitizante para lavagem de verduras frescas inativando | (ZHANG, Xuejie et al., 2016)
patégenos como Escherichia coli 0157:H7

Biomédica

Antibiofilme Previne a formagdo de biofilmes em cateteres de silicone diminuindo a | (PONTES et al., 2016)
hidrofobicidade do material e a formagao de biofilme por Staphylococcus
aureus ATCC 25923 e Escherichia coli ATCC 25922

Antibiofilme Reduzem a formacgao e a viabilidade de biofilmes de Candida albicans (HAQUE et al., 2016)

Antibiofilme Na associagdo com anfotericina B e fluconazol, os soforolipideos atuam | (HAQUE, 2015)
sinergicamente contra a formagdo de biofilmes

Antitumoral Atuam de forma dose dependente em linhagens celulares de cancer colo | (CALLAGHAN et al., 2016)
retal e pulmonar. Embora ndo discriminem células normais de células
transformadas

Antitumoral Apresentam efeitos citotdxicos sobre linhagens de células de cancer | (CHEN, J. et al., 2006)
hepatico

Antitumoral Apresentam efeitos citotdxicos sobre linhagens de células de cancer | (SHAOQ, L. etal., 2012)
esofago

Antitumoral Apresentam efeitos citotoxicos sobre linhagens de células de cancer | (FU etal., 2008)
pancreatico

Antitumoral Apresentam atividade citotoxica contra células K562 — leucemia mieldide | (JING et al., 2015)
crbnica

Antitumoral Apresentam atividade citotoxica contra células de cancer cervical (LI, Hui et al., 2016)

Antitumoral Apresentam atividade citotdxica contra linhagens de células cancerigenas | (DUBEY et al., 2016)

de mama e colo de Utero

Antimicrobiano

Apresentam  atividade antimicrobiana contra Bacillus  subtilis,
Staphylococcus xylosus, Streptococcus mutans e Propionibacterium acne

(KIM, K. et al., 2002)

Antiviral e | Compostos analogos derivados dos soforolipideos apresentam atividades | (SHAH, Vishal et al., 2005)
espermicida espermicidas e antivirais (anti-HIV).
Diagndstico por | Nano particulas com soforolipideos, magnéticas, esféricas e | (PRABHUNE, A. A. et al., 2015)
imagem fluorescentes, podem ser utilizadas em diagndstico por imagem e

aplicacGes terapéuticas.
Engenharia de | Promovem o crescimento celular, que pode ser aplicado em suportes na | (DUBEY et al., 2016)
tecidos cultura de tecidos (scaffolds), permitindo regeneracdo de tecidos e

tratamento, cicatrizagdo de feridas.
Engenharia de | Suportes de fibroina da seda e soforolipideos promovem o crescimento | (DUBEY et al., 2016)
tecidos de fibroblastos in vitro, onde os soforolipideos aceleram o processo de

gelatinizagdo. Permitindo a produgdo de hidrogéis funcionais
Engenharia de | Atuam como agente gelatinizante da fibroina, podendo ser utilizada em | (DUBEY et al., 2015)
tecidos liberagdo controlada de farmacos, como suporte em engenharia de

tecidos para reparagdo e regeneracdo de tecidos e auxiliando na
proliferacdo de fibroblastos

Imunomoduladores

Atuam como agentes anti-inflamatérios na terapéutica de doengas
relacionadas a alteragdes na regulagdo da produgdo de IgE.

(BLUTH, M H et al., 2006)

Imunomoduladores

Modulam a atividade anti-inflamatéria através da diminuigdo da
produgdo de 6xido nitrico e citocinas, reduzindo a mortalidade de cobaias
com peritonite séptica

(HARDIN et al., 2007)

Nanoparticulas
conjugadas

Nanoparticulas de ouro conjugadas com gelana e soforolipideos,
aumentam os efeitos citotdxicos do hidrocloreto de doxorubicina (droga
anticancerigena) e a absorgdo celular

(DHAR et al., 2011)

Sistema de liberagdo
controlada

Possuem capacidade de automontagem formando nanoestruturas com
potencial para serem utilizadas como sistema de liberagdo controlada de
farmacos

(JOSHI-NAVARE,
PRABHUNE, A. A., 2013)

Kasturi;

Sistema de liberagdo
controlada

Juntamente com lecitina e ramnolipideos formam micro emulsGes
biocompativeis, altamente estaveis as mudangas de temperatura e
concentragdes de eletrélitos

(NGUYEN et al., 2010)
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Biorremediagdo

Biodegracdo

Combinagdo de tratamento bacteriano e soforolipideos promove uma
diminuigdo nos niveis de pireno e na abundancia dos genes de resisténcia
a antibidticos

(SUN, M. et al., 2015).

Biodegragao

Aumenta a biodegradagdo de 6leos lubrificantes em solos contaminados

(MINUCELLI et al., 2017).

Biodegradagdo

Aumentam a biodegradagdo do fenantreno, através do aumento da
solubilidade e biodisponibilidade

(SCHIPPERS et al., 2000)

Detoxificagdo

Promovem a emulsificagdo de hidrocarbonetos e detoxificagdo de metais
pesados como cromo, chumbo, zinco, cobre e cadmio

(AHUEKWE et al., 2016)

Dispersdo

Agente dispersante de dleo oriundos de vazamentos no controle da
poluicdo em ambientes marinhos

(FREITAS et al., 2016).

Lavagem de solos

Sdo eficientes no processo de lavagem de solos contaminados com d6leo
cru, além de agente potencializador da biodegradagdo "in situ"

(KANG et al., 2010)

Lavagem de solos

Promovem a redugdo de cadmio, antibidticos e genes de resisténcia a
antibidticos além de melhorar a qualidade do solo para novos plantios.
Limitando os poluentes residuais em vegetais para o consumo humano

(YE et al., 2016)

Lavagem de solos

S3o eficientes na remogdo de metais pesados (cobre e zinco), carbonatos
e oxidos de zinco de sedimentos através do processo de lavagem

(MULLIGAN; YONG; GIBBS, 2001)

Cosméticos

Antimicrobiano

Propriedades bactericidas e bacteriostaticas sdo importantes para o
controle de caspa, acne, sudorese e mau odor.

(MAGER; ROTHLISBERGER;

WAGNER, 1986)

Biosolubilizante

Solubilizante para formulagdes de cosméticos e produtos de higiene
pessoal

(ERNENWEIN et al., 2015)

Cosmecéutico

Atuam como ativador de macrdfagos, agente fibrinolitico, descamante e
despigmentante

(MAINGAULT, 1999)

Cosmecéutico

Estimula a sintese de leptina nos adipdcitos promovendo a redugdo de
gorduras subcutaneas, importante no tratamento da celulite

(PELLECIER; ANDRE, 2004)

Cosmecéutico

Promove o metabolismo de fibroblasto e a neosintese de colageno,
reparando e restaurando o tonus da pele

(BORZEIX, 2000)

Cosmecéutico

Estimula a absorgdo transdérmica de lactoferrina que leva ao aumento do
metabolismo fibroblastico e expressdo génica do gene da tropoelastina
(aumentando proliferagdo celular, sintese de colageno e sintese de acido
hialurénico)

(ISHIl et al., 2012).

Nanotecnologia

Formagdo de nano
particulas

Soforolipideos formam uma ampla variedade de estruturas
supramoleculares de automontagem como vesiculas, micelas, fibras,
bicamadas, lamelas com aplicagGes nas mais variadas dreas como catalise,
biosensores, dtica, farmacéutica, cosmética, etc

(BACCILE et al., 2016; CUVIER, A.-S.
et al., 2015; MANET et al., 2015)

Formagdo de nano
particulas

Atuam como agentes redutores e complexantes na sintese de nano
particulas revestidas de metais. Estas nano particulas possuem aplicagdes
em diversas dreas como catalise, biosensores, ética e biomédica

(KASTURE et al., 2008)

Petrolifera

Anticorrosivo

Apresentam efeito inibitério no processo de corrosdo do ago carbono
XL65 empregado na fabricagdo de oleodutos e gasodutos, formando filme
protetivo na superficie do ago

(ZHANG, lJing et al., 2015)

Conservagdo Auxilia no processo de limpeza de pogos de petrdleo, gés e agua. Tornaos | (GUNAWAN;  VORDERBRUGGEN;
processos de manutengdo mais seguros, menos toxicos e | ARMSTRONG, 2015).
ambientalmente corretos

Recuperagdo Podem ser utilizados na recuperagdo melhorada de petréleo, estimulando | (ELSHAFIE, A. et al., 2013; ELSHAFIE,

melhorada de | a liberagdo do dleo aprisionado por capilaridade, umedecimento de | A.E.etal., 2015)

petrdleo superficies e dissolugdo do petrdleo

Recuperagdo Remocdo e recuperagdo de dleo das brocas de perfuragdo utilizadas | (BAVIERE; DEGOUY; LECOURTIER,

melhorada de | durante o processo de perfuragdo e extragdo 1994)

petrdleo

Recuperagdo Recuperagdo de hidrocarbonetos do sedimento e lama que se formamao | (PESCE, 2002)

melhorada de | redor dos pogos de exploragdo de petréleo

petrdleo

Refino Utilizados para diminuir a viscosidade de fluidos de hidrocarbonetos | (CAMPBELL, K. B.; WEERS, 2016)

durante o refino na industria petroquimica.

Fonte: o préprio auto (2017)
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2.11 PRODUCAO DE SOFOROLIPIDEOS

Os soforolipideos podem ser produzidos a partir de uma Unica fonte de
carbono hidrofilica (carboidratos), contudo a producdo ird aumentar consideravelmente se
uma segunda fonte hidrofébica de carbono (lipideos, hidrocarbonetos, 6leos vegetais e
gorduras animais) for adicionada (ASMER et al, 1988; DAVILA, A.-M.; MARCHAL;
VANDECASTEELE, J.-P., 1997; DAVILA, A. M.; MARCHAL; VANDECASTEELE, Jean-Paul, 1994). O
teor, tipo e proporcdo das formas acidicas/lactonicas dos soforolipideos produzidos
dependem de diversos fatores como: cepa produtora, a composicio do meio (fontes de
carbono hidrofilicas e hidrofébicas, fonte de nitrogénio e sais), condicdes ambientais
(temperatura, pH, agitacdo, aeracao e tempo) e o tipo de processo fermentativo empregado

(batelada, batelada alimentada ou continua).

2.11.1 Fontes de Carbono

2.11.1.1 Fontes hidrofilicas

A principal fonte de carbono hidrofilica utilizada na produgao de
soforolipideos é a glicose (BAJAJ, V.; TILAY; ANNAPURE, U., 2012). A utilizacdo de outras fontes
de carbono hidrofilicas ndo altera a estrutura dos soforolipideos (sefarose), mas o nivel de
producdo observado é sempre menor (KLEKNER; KOSARIC, N; ZHOU, Q. H., 1991; RIBEIRO, I.
A.; BRONZE, Maria R; et al., 2012a). Quando utilizados outros mono ou dissacarideos estes sao
metabolizados a glicose e a sefarose é sintetizada a partir da glicose oriunda da
neoglicogenese (GOBBERT; LANG; WAGNER, 1984). A lactose em particular ndo pode ser
metabolizada pela Candida bombicola, impedindo o seu crescimento celular (ZHOU, Q. H.;
KOSARIC, N, 1993). A auséncia de capacidade para metabolizacdo da lactose deve-se a
auséncia de um sistema transportador de lactose e ou da enzima galactosidase (DANIEL, H.-J.;
REUSS, Matthias; SYLDATK, Christoph, 1998).

A Tabela 7 mostra as diferentes fontes de carbono utilizadas na producao de
soforolipideos (fontes hidrofilicas simples e complexas, hidrofdbicas, subprodutos e residuos).
A utilizacdo de fontes hidrofilicas complexas, quando comparadas a meios sintéticos

promovem menores niveis de producdo nas mesmas condi¢cOes experimentais, contudo a
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reducdo do custo do meio utilizando estas fontes complexas pode acabar por contrapor a

menor producdo obtida.

2.11.1.2 Fontes hidrofébicas

Assim como as fontes hidrofilicas, diversas fontes hidrofébicas e
subprodutos / residuos ja foram utilizadas na producdo de soforolipideos (Tabela 7). A fonte
de carbono hidrofébica influencia na producdao e na composicao final da mistura de
soforolipideos, o perfil estrutural mais comum observado, sdo soforolipideos com por¢ao
hidrofdbica constituida por dcidos graxos C16 e C18. Isto deve-se a a especificidade da enzima
CYP52M1 (Citocromo P450 Monooxigenase pertencente familia CYP52) que promove a
hidroxilacdo terminal(w) ou subterminal (w-1) e posterior ligacdo covalente a molécula de

glicose pela glicosiltransferase.

Tabela 7 - Fontes de carbono utilizadas para a produgdo de soforolipideos
Fontes hidrofilicas

Sacarose, fructose e xilose (BAJAJ, V.; TILAY; ANNAPURE, U., 2012)
Lactose e galactose (ZHOU, Q.-H.; KOSARIC, Naim, 1995; ZHOU, Q. H.; KOSARIC, N,
1993)
Manose, maltose e rafinose (GOBBERT; LANG; WAGNER, 1984).
Fontes hidrofilicas complexas
Melago de cana de agucar (DAVEREY; PAKSHIRAJAN, 2009a)
Melago de soja (SOLAIMAN et al., 2007)
Soro de leite desproteinizado (DANIEL, H.-J.; REUSS, Matthias; SYLDATK, Christoph, 1998)
Material lignocelulosico (palha de arroz) (LIU, X. et al., 2016)
Agua de manipueira (JOHN, U. S.; JOHN, M. C., 2015)
Fontes Hidrofdbicas
Alcanos (C12, C14, C15, C16, C17, C18 e C20) (CAVALERO; COOPER, 2003)
Acidos graxos saturados (C18:0) (CAVALERO; COOPER, 2003)
Acidos graxos insaturados (C16:1; C18:1 e C20:4) (CAVALERO; COOPER, 2003)

Alcoois dodecanodiol, &cido etil-esterdodecandico, acido 12- | (DAVILA, A. M.; MARCHAL; VANDECASTEELE, Jean-Paul, 1994)
hidroxidecanoico, 1,12-dodecanodiol
Triglicerideos celulares (Cryptococcus curvatus) (DANIEL, H. J. et al., 1999)

Oleos vegetais como dleo de coco, 6leo de milho, dleo de semente | (CASAS, José A; GARCIA-OCHOA, 1999)
de uva, dleo de oliva, éleo de girassol

Oleo de colza, éleo de girassol, 6leo de palma (DAVILA, A. M.; MARCHAL; VANDECASTEELE, Jean-Paul, 1994)
Oleo de milho turco (PEKIN, Gulseren; VARDAR-SUKAN; KOSARIC, Naim, 2005)
Oleo de cartamo (ZHOU, Q. H.; KLEKNER; KOSARIC, Naim, 1992)
Oleo de colza e dleo de soja (OGAWA; OTA, 2000)
Oleo de ricino (BAJAJ, V. K.; ANNAPURE, U. S., 2015)
Oleo de Jatrofa (WADEKAR et al., 2012)
Oleo de coentro (DELBEKE, E. I. P. et al., 2016)
Subprodutos / residuos
Oleo de fritura (SHAH, Vishal; JURJEVIC; BADIA, 2007)
Oleo escuro de soja (KIM, Youg-Bum; YUN; KIM, Eun-Ki, 2009)
Agua residuéria de laticinio (DAVEREY; PAKSHIRAJAN, 2011)
Residuo de refinaria de 6leo (BEDNARSKI et al., 2004)
Gorduras animais (sebo de porco) (DESHPANDE; DANIELS, 1995)
Oleo de peixe (DAVILA, A. M.; MARCHAL; VANDECASTEELE, Jean-Paul, 1994)
Gordura de frango (MINUCELLI et al., 2017)
Efluentes lacteos (VIDHYA, V. et al., 2015).

Fonte: o préprio autor (2017)



33

A afinidade enzimatica por certos substratos depende do seu comprimento
absoluto, &cidos graxos com comprimento entre 22,55-25,0 A, como o &cido estedrico (C18:0)
e acido oleico (C18:1) s3do facilmente incorporados diretamente a estrutura dos
soforolipideos, enquanto que o acido miristico (C14:00) ou acido laurico (C12:00) sdo acidos
graxos mais curtos que dificultam incorporacao direta. A adicao de substratos hidroxilados ou
adicao de substratos com estruturas similares aos acidos estedrico e oleico facilitam a
incorporacao direta (BOGAERT, I. N. A. VAN et al., 2011; BOGAERT, I. N. A. VAN; ZHANG, Jinxin;
SOETAERT, 2011).

Substratos como os alcanos precisam ser convertidos para acidos graxos
através da w-oxidagdo, portanto os substratos similares a dcidos graxos sdo preferidos sobre
os substratos parecidos com alcanos como os alquil ésteres (BOGAERT, I. N. A. VAN et al.,
2008; SAERENS, K. et al., 2009). A producdo de soforolipideos a partir de n-alcanos cresce com
o aumento da cadeia na seguinte ordem C18>C16>C14>C12, C16 e C18 sdo diretamente
incorporados, para os mais curtos ocorre um elongamento da cadeia do acido graxo pela
adicdo de 2, 4 ou 6 carbonos, sendo que também pode ocorrer incorporacdo direta, mas em
uma menor proporg¢ao (DAVILA, A. M.; MARCHAL; VANDECASTEELE, Jean-Paul, 1994).
Comparando-se a produgdo de soforolipideos a partir de diversos acidos graxos como fonte
de carbono hidrofébica como o acido miristico (C14:0), dcido palmitico (C16:0), acido estearico
(C18:0), acido oleico (C18:1), acido linoleico (C18:2), acido linolénico (C18:3) e eicasondico
(C20:0). O aumento no comprimento da cadeia de acido até C18 resulta em um significante
aumento na producdo de soforolipideos, uma queda é observada com C20:0
(C18>C16>C20>C14).

O grau de insaturacdo do acido graxo adicionado ao meio afeta a producao
de soforolipideos. Acidos graxos saturados (C18:0), diminuem a producdo quando
comparados aos monoinstarudos (C18:1). Quando o numero de insaturacdes cresce a
producdo de soforolipideos diminui (C18:1 > C18:0 > C18:2 > C18:3) (FELSE et al., 2007).

Substratos hidrofébicos com cadeia curta (C10 a C14) como acidos graxos e
seus ésteres e alcoois primdrios ndao sdao incorporados diretamente na estrutura dos
soforolipideos mas sim degradados e utilizados pela via de novo para a sintese de acidos
graxos C16 e C18 e posterior incorporacdo a estrutura dos soforolipideos. Ja alcoois
secunddrios (w-1 hidroxilados) 2-dodecanol (12C), 2-tetradecanol (14C) e 2-hexadecanol

(C16), permitem a incorporagdo direta e um aumento na produgdo de soforolipideos
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(BRAKEMEIER et al., 1995; BRAKEMEIER; WULLBRANDT, D; LANG, 1998; BRAKEMEIER;
WULLBRANDT, Dieter; LANG, 1998).

A adicao de substratos w-hidroxilados permitem a incorporacdo direta na
estrutura dos soforolipideos independente do comprimento de sua cadeia, ja substratos ndo
hidroxilados como acido dodecandico (C12) a incorporacdo direta ndo ocorre. Substratos com
grupamento carboxilico terminal como dodecil glutarato e éster de malonato sao substratos
com maior grau de incorporacdo sobre substratos com grupamentos alquil terminal com
pentenil dodecanato e dodecil pentanoato (BOGAERT, I. N. A. VAN et al., 2011; BOGAERT, I.
N. AVAN et al., 2011).

A producdo de soforolipideos a partir de 6leos vegetais como canola, girassol
e palma é sempre menor se comparada a seus respectivos ésteres, uma vez que os ésteres
podem ser facilmente hidrolisados, fornecendo os acidos graxos precursores e uma fonte de
energia, no caso dos éleos a hidrélise dos glicerideos parece ser uma etapa limitante para a
producdo de soforolipideos. A producdo a partir de éleos vegetais sempre exibem um maior
nivel de formas lactonicas diacetiladas do que os produzidos a partir de seus ésteres, embora
seus ésteres apresentem uma maior taxa de producdo. Um maior teor de acidos graxos poli-
insaturados promove a producdo de soforolipideos na forma acidica (DAVILA, A. M.;
MARCHAL; VANDECASTEELE, Jean-Paul, 1994).

A adicdo de substratos hidrofébicos com cadeias mais longas como metil
éster de acido erucico (C22:0) e 6leo de canola enriquecido com metil éster de acido ertcico
(54% de acido docosendico C22:0 e 4cido docosadiendico C22:2) leva a consequente producao
de soforolipideos de cadeia mais longa, demonstrando a incorporacdo direta destes acidos
graxos na estrutura dos soforolipideos. A metil esterificacdo destes substratos, promove a

producdo de soforolipideos principalmente na forma acidica (SHIN, J.-D. et al., 2010).

2.11.2 Fontes de Nitrogénio

Os microrganismos produtores de soforolipideos podem metabolizar tanto
fontes organicas como inorganicas de nitrogénio. Diversos autores ja avaliaram fontes
inorganicas como NH4sNOs (MCCAFFREY; COOPER, 1995), NaNOs (COOPER; PADDOCK, 1984;
RIBEIRO, I. A. C. et al., 2015), (NH4)2504 (RAU et al., 2001; RIBEIRO, I. A.; BRONZE, Maria R.; et
al., 2012), NH4Cl (KURTZMAN et al., 2010), fontes organicas como extrato de levedura (CASAS,
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J.A.; GARCIA DE LARA; GARCIA-OCHOA, 1997), extrato de malte, extrato de peptona e peptona
de soja (RISPOLI; BADIA; SHAH, Vishal, 2010) para a producdo de soforolipideos. Algumas
fontes complexas que contem nitrogénio além de carbono também foram utilizadas para a
producdo de soforolipideos, como extrato de malte (SHAH, S.; PRABHUNE, A. A., 2007) e
milhocina (DAVILA, A. M.; MARCHAL; VANDECASTEELE, Jean-Paul, 1994).

De todas as fontes de nitrogénio avaliadas o extrato de levedura é a melhor
fonte de nitrogénio utilizada para a producdo de biomassa e producdo de soforolipideos
(CASAS, J.A.; GARCIA DE LARA; GARCIA-OCHOA, 1997). O extrato de levedura é empregado
como fonte de N, vitaminas, elementos tracos como zinco, magnésio e ferro. O extrato de
levedura possui um efeito linear negativo na producdo de soforolipideos, enquanto que a
interacdo entre glicose e extrato de levedura tem um efeito positivo, pois uma alta
concentracdo de extrato de levedura depleta a fonte de glicose para promover o crescimento
do microrganismo. Em baixas concentracdes (1 g/L) a producdo de soforolipideos é estimulada
(CASAS, J.A.; GARCIA DE LARA; GARCIA-OCHOA, 1997; CASAS, José A; GARCIA-OCHOA, 1999).

Os valores encontrados na literatura para o extrato de levedura sdo de 1 g/L
(BAJAJ, V.; TILAY; ANNAPURE, U., 2012; GARCIA-OCHOA; CASAS, José A, 1999); 2 g/L
(DAVEREY; PAKSHIRAJAN, 2010); 3 g/L (ZHOU, Q. H.; KLEKNER; KOSARIC, Naim, 1992); 4 g/L
(ZHOU, Q.-H.; KOSARIC, Naim, 1995) e 5 g/L (COOPER; PADDOCK, 1984). A variacGes
observadas devem-se as diferentes condi¢des experimentais, diferentes fontes de carbono,
como por exemplo fontes de carbono complexas (DAVEREY; PAKSHIRAJAN, 2010) ou adicdo
de outra fontes de N na forma inorganica (MCCAFFREY; COOPER, 1995).

A utilizacdo de uréia como Unica fonte de nitrogénio limita o crescimento
celular, pois outros elementos essenciais para o crescimento celular como acido pantoténico,
tiamina, pirodoxina que sdo fornecidos juntamente com o extrato de levedura, ndo estdo
presentes (COOPER; PADDOCK, 1984; ZHOU, Q. H.; KLEKNER; KOSARIC, Naim, 1992). O extrato
de levedura pode ser substituido por peptona, mas ocorre um decréscimo na producdo de
biomassa e consequentemente soforolipideos (COOPER; PADDOCK, 1984). A utilizacdo de
peptona suplementada com uréia favorece a producdo de biomassa (RIBEIRO, I. A.; BRONZE,
Maria R.; et al., 2012).

O extrato de malte apresenta influéncia positiva para a producdo de
soforolipideos, ja peptona e extrato de levedura apresentam influéncia negativa e uréia

praticamente nao influencia na producao de soforolipideos. De todas as fontes organicas com
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excecdo do extrato de malte, sdo fontes com altas proporc¢des Nitrogénio/Carbono, portanto
qgualquer aumento na concentracdo destas fontes podera diminuir a producdo de
soforolipideos, ja o extrato de malte tem altas proporg¢des de carbohidratos diminuindo a
relacdo Nitrogénio/Carbono aumentando a produgdo de soforolipideos (RISPOLI; BADIA;
SHAH, Vishal, 2010).

A omissdao de fontes de nitrogénio como extrato de levedura, utilizando
fontes de carbono e nitrogénio combinada como, por exemplo, melaco de soja, uma menor
producdo é observada, mas justificada pela reducdo do custo do meio de fermentacao
(SOLAIMAN et al., 2007). Quando utilizado melaco de cana de agucar e 6leo de soja a producdo
de soforolipideos foi maior sem a adi¢cdo de extrato de levedura, mostrando que é possivel de
se eliminar fontes de N desnecessdrias (extrato de levedura, uréia), com finalidade de diminuir
custo e muitas vezes aumentar a producdo, dependendo do tipo de substratos utilizados no
processo fermentativo (PAKSHIRAJAN; SUMALATHA, 2010).

O tipo de fonte de nitrogénio e a sua concentragao influencia na estrutura
dos soforolipideos obtidos e na razdo de formas acidicas/lacténicas. Concentracdes de extrato
de levedura menores que 5 g/L favorece a formagdo de formas lacténicas e em concentracdes
mais elevadas as fragGes acidicas aumentam. Menores concentracdes de extrato de levedura
e longos tempos de fermentagao aumentam os teores de formas lactonicas produzidas,
independentemente do método de fermentacdo utilizado (CASAS, José A; GARCIA-OCHOA,
1999). A omissdo de extrato de levedura e uréia diminuem a producdo de formas lacténica
(SOLAIMAN et al., 2007), em contraste quando aos produzidos na presenca (SOLAIMAN et al.,
2004). A producdo de formas acidicas diacetiladas sdo favorecidas pela substituicdo da uréia
pelo NaNOs, possivelmente pelo atraso da fase estaciondria, pois as formas acidicas sao

precursoras da formas lactonicas (RIBEIRO, I. A.; BRONZE, Maria R; et al., 2012a).

2.11.3 Sais Minerais

Alguns sais minerais sdao essenciais para o crescimento e metabolismo
microbiano, geralmente os meios de cultura utilizados para a producdo de soforolipideos,
guando suplementados com sais minerais contém KH;PQ., MgSOa4, MgCl,, NaCl and CaCl,.
Existem poucos estudos que avaliam a influéncia dos sais na producdo de soforolipideos.

A suplementacdo do meio com KH,POj4, além da fonte de nitrogénio possui
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grande influéncia na producdo de biomassa, ja 0 MgCl, ndo influencia a producdo de biomassa
e soforolipideos (CASAS, J.A.; GARCIA DE LARA; GARCIA-OCHOA, 1997). Para a producio de
soforolipideos K;HPOs é uma melhor fonte de fésforo que o KH;POs4. CaCly influencia
positivamente e MgCl, influéncia negativamente a producdo de soforolipideos (RISPOLI;

BADIA; SHAH, Vishal, 2010).

2.11.4 Parametros fermentativos — Temperatura

Os processos fermentativos para a producdo de soforolipideos ocorrem na
temperatura de 25 a 30°C. A temperatura 6tima para a producdo de soforolipideos varia de
acordo com as condicOes experimentais empregadas e estabelecidas pelos diversos autores.
Uma das condi¢Ges experimentais é o método fermentativo empregado, como batelada a
25°C, batelada alimentada a 27°C e bioreator a 30°C (MORYA, V K et al., 2013).

A temperatura 6tima para a producdo de soforolipideos por Células em
repouso é de 21° C, mas por questdes técnicas (tomada de amostras e adicdo de dleo) a
temperatura de 30° C é utilizada (GOBBERT; LANG; WAGNER, 1984). Para Desphande e Daniels
(1995) o crescimento é maximo a 30° C, mas a producdo de soforolipideos é melhor a 27° C
(DESHPANDE; DANIELS, 1995). Davila, Marchal e Vandesateele demonstram que producao de
soforolipideos decresce na seguinte ordem de temperatura 25>28,5>32,5>37,0° C (DAVILA,
A.-M.; MARCHAL; VANDECASTEELE, J.-P., 1997).

2.11.5 Parametros fermentativos — pH

O pH desempenha um importante papel na eficiéncia enzimatica e a
producdo de soforolipideos pode ser afetada como resultado das diferencas da especifidade
enzima-substrato (ASHBY; SOLAIMAN; FOGLIA, T. A., 2008). O crescimento da Candida
bombicola e producdo de soforolipideos estd associada ao uma forte queda de pH. Durante a
fase exponencial de crescimento o pH diminui de valores de 6,0 para valores mais acidos entre
2,6 e 4,0. Esta queda de pH é promovida devido ao consumo da fonte de nitrogénio e geracao
de acidos organicos (ALBRECHT; RAU; WAGNER, 1996; ASHBY; SOLAIMAN; FOGLIA, T. A., 2008;
DAVEREY; PAKSHIRAJAN, 2009a; RAU; MANZKE; WAGNER, 1996).
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Para a producdo de soforolipideos inicialmente o pH inicial deve ser ajustado
para valores entre 5,0 e 6,0 para promover o crescimento celular e posterior durante a fase
estaciondria é controlado através da adigao de acidos ou bases visando manter o pH estavel
em 3,5 durante a producdo de soforolipideos (DANIEL, H. J. et al., 1999; GOBBERT; LANG;
WAGNER, 1984; HU, Y.; JU, 2001b; MORYA, V K et al., 2013). Embora alguns autores nao
controlem as condi¢cdes de pH para a producdo de soforolipideos (ASMER et al., 1988;
KLEKNER; KOSARIC, N; ZHOU, Q. H., 1991), a producdo sob condi¢des controladas de pH pode
promover um aumento de até 27,6% na produgdo de soforolipideos (DAVEREY; PAKSHIRAJAN,
2010).

Os soforolipideos sdo produzidos em processos fermentativos muito longos
(240 horas de fermentacdo), mas, a producdao em condi¢Ges acidas (pH=3,5) e a acdo
antimicrobiana dos soforolipideos dimiminuem a possibilidade de contaminacdo do meio de

fermentacdo (BOGAERT, I. N. A. VAN et al., 2007).

2.11.6 Parametros fermentativos - Aeracdo e Oxigenacao

O oxigénio é essencial ndo somente durante a fase exponencial, mas
também boas condicdes de aeracdo sdo essenciais para a biossintese de soforolipideos, pelo
menos por uma enzima envolvida na biossintese a citocromo P450 monooxigenase que
necessita de oxigénio molecular para sua atividade (BOGAERT, I. N. A. VAN; ZHANG, lJinxin;
SOETAERT, 2011).

Geralmente altos niveis de oxigenacdo resultam no aumento da producao
de soforolipideos, este aumento é mais pronunciado quando volumes menores de meio sdo
utilizados, contudo, altos niveis de agitacdo com baixos volumes de meio, diminuem a
formacao de soforolipideos. Portanto, existe uma faixa étima de oxigenacao para a producao
de soforolipideos, que pode ser definida em termos de taxa de transferéncia de oxigénio. Em
batelada alimentada com frascos agitados a aeracdo 6tima estd entre 50 e 80 mM 0,.L™1.h™.
(GUILMANOV et al., 2002).

A aeracdo influéncia na estrutura dos soforolipideos, altos niveis de aeracao
durante o processo fermentativo, levam a auséncia de formas desacetiladas e formacao de
altas proprorgdes de formas diacetiladas, além de aumentar a fragdo de formas lacténicas

(RATSEP; SHAH, Vishal, 2009). O ajuste nas condi¢des de oxigenac¢do nos periodos iniciais da
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producdo pode controlar o grau de insaturacdo do soforolipideo, baixos niveis de oxigenacao

podem aumentar a proporc¢ado de soforolipideos saturados (GUILMANOQV et al., 2002).

2.11.7 Parametros fermentativos - Processo Fermentativo

O tipo de processo fermentativo (batelada, batelada alimentada, continuo)
influencia na producao de soforolipideos. A producdo em batelada em frascos agitados (shake
flasks) é utilizada para a produgdo em pequena escala, ideal para estudos iniciais de producao,
com volume de meio inicial de 20% do volume nominal do frasco (DAVEREY; PAKSHIRAJAN,
2009b; KIM, Youg-Bum; YUN; KIM, Eun-Ki, 2009) ou em larga escala em biorreatores (DANIEL,
H. J. et al., 1999; SHAH, Vishal; JURJEVIC; BADIA, 2007).

As maiores producdes descritas na literatura sdao obtidas em biorreator
trabalhando-se na forma de batelada alimentada, producdes estas de 300 g/L (RAU et al.,
2001), 365 g/L (KIM, Youg-Bum; YUN; KIM, Eun-Ki, 2009), 422 g/L (OTTO et al., 1999), e maior
que 400 g/L (PEKIN, Glilseren; VARDAR-SUKAN; KOSARIC, Naim, 2005). Casas, Garcia-Ochoa
(1999) avaliando a producdo por batelada, batelada alimentada e células em repouso
observaram que a producdo de soforolipideos em biorreator é até seis vezes maiores que a
batelada em frascos agitados, fato este principalmente devido a melhor aeracdo promovida
pelo biorreator (CASAS, José A; GARCIA-OCHOA, 1999).

A adigdo controlada do substrato hidrofébico previne o efeito inibitério dos
acidos graxos no crescimento celular e na producgao de soforolipideos. Etil ésteres de 6leo de
canola adicionados ao meio de fermentacdo aumentou a producdo de soforolipideos de 20
g/L para 317 g/L, e também influenciou a mistura de soforolipideos produzidos, ou seja, na
distribuicdo das formas acidas, lactonicas e no grau de acetilagcdo (DAVILA, A.-M.; MARCHAL;
VANDECASTEELE, J.-P., 1997). A adicdo de substratos hidrofébicos em excesso leva a formacao
de soforolipideos com aspecto viscoso (formas lactonicas) que requerem lavagens adicionais,
ao passo que a adicdo controlada de substrato lipidico produz soforolipideos na forma de
precipitados microcristalinos (formas acidicas), relativamente mais simples de coletar e

purificar (RAU; MANZKE; WAGNER, 1996).
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2.12 |moBILIZACAO CELULAR

A imobilizacdo celular compreende a adesdo/confinamento de células
microbianas vidveis dentro de uma determinada matriz de forma a limitar sua migracao
preservando suas atividades cataliticas. E um processo que ocorre naturalmente em muitos
habitats. A adesdo de microrganismos a superficies e a formacdo de biofilmes sdo
considerados processos de auto-imobilizacdo e desempenham um importante papel na
ecologia microbiana e patogenicidade (KAREL; LIBICKI; ROBERTSON, 1985).

Nos ultimos anos aumentou o interesse na imobilizacdo de microrganismos
em suportes inertes, uma vez que esta técnica oferece diversas vantagens sobre a
fermentacdo com células livres como: (a) - aumento da produtividade, uma vez que a maior
concentracdo de células microbianas imobilizadas permite uma maior eficiéncia na sintese de
metabdlitos; (b) reducdo de custos de manutencado dos reatores pois ndo ocorrem problemas
de adesdo de células aos eletrodos, ductos e sensores; (c) simplifica e reduz custos no
processo de “downstream” ; (d) facilita a recuperacao das células a reutilizacdo das mesmas;
(e) ndo ocorre o processo de “washout” em processos continuos; (f) aumento da tolerancia
para altas concentracdes de substratos e reducdo da inibicdo devido aos produtos formados;
(g) reducdo dos riscos de contamina¢do microbiana devida as altas densidades celulares (f)
protecdo das células contra substancias toxicas e ou altas concentracbes de substrato
presente no meio (DEVI; SRIDHAR, 2000; KOURKOUTAS et al., 2004; ZHAO, J.; XIA, L., 2010;
ZHOU, L. C. et al., 2009).

2.12.1 Tipos de Imobilizagao Celular

A imobilizacdo celular apresenta algumas desvantagens como: (a) o
processo de imobilizacdo pode ser oneroso; (b) existem limitacdes com relacdo a transferéncia
de massa (oxigénio, substratos e nutrientes) e (c) pode ocorrer o rompimento da matriz de
imobilizacdo devido ao crescimento celular e liberacdo de gases (CHUNG, T. P.; TSENG; JUANG,
2003; RAZMOVSKI, Radojka; MILANOVIC, 2009; RAZMOVSKI, Radojka; VUCUROVIC, Vesna,
2012). Contudo essas limitacdes podem ser contornadas pela escolha correta do método e
suporte de imobilizacdo. O avango das técnicas de imobilizacdo celular e desenvolvimento de

novos tipos de suporte permite que o processo de imobilizacdo celular protega a célula e
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enzimas de condicGes adversas/extremas de: agitacdo, pH, temperatura, assepsia, presenca
de sais, solventes e inibidores. Condicdes estas que células ndo imobilizadas ndo suportariam
(CHAVARRI et al., 2010; LOH; CHUNG, T.-S.; ANG, 2000; VERBELEN et al., 2006). Os métodos
de imobilizacdo podem ser divididos em quatro grandes grupos (Figura 10): Imobilizacdo em
superficie de suporte, Aprisionamento em matriz porosa, Floculacdo celular e Contencao

mecanica por barreira.

2.12.1.1 Imobilizacdo em superficie de suporte

A imobilizacdo é realizada pela adsorgao fisica entre as células e o suporte
solido, estando envolvidas forcas de baixa energia como forcas van der Walls ou interacdes
hidrofdbicas ou i6nicas de maior energia como liga¢des idnicas e covalentes (Figura 10a). A
adsorcdo pode ser induzida por compostos como glutaraldeido, éxidos metdlicos. E um
método simples, de baixo custo e o suporte pode ser reutilizado. Entretanto pode ocorrer a
dessorcdo das células devido a variacGes de pH, temperatura e for¢a idnica do meio (KAREL;
LIBICKI; ROBERTSON, 1985; KOURKOUTAS et al., 2004). Diversos suportes podem ser
utilizados para imobilizacdo como vidro (SILVA, S. S. et al., 2003), bagaco de cana-de-agucar
(SANTOS, J. C. et al., 2005), palha de milho(ZHANG, Y. et al., 2009) e celulose (RAZMOVSKI, R;
PEJIN, 1996).

2.12.1.2 Aprisionamento em matriz porosa

O aprisionamento em matriz porosa baseia-se na adi¢cdao de células dentro
de uma malha rigida ou semi-rigida que aprisionam as células impedindo sua difusdo para o
meio de cultura. Forma-se uma rede ou malha que envolve todas as células, esta malha
permite a transferéncia de massa de metabdlitos, nutrientes e gases entre o meio e as células.
Existem dois métodos de aprisionamento. No primeiro, as células sdo difundidas para uma
matriz porosa pré-formada, com o crescimento celular as células sdo efetivamente
aprisionadas na matriz. No segundo método, a matriz é formada em torno das células a serem
imobilizadas (Figura 10b). AS malhas sdo formadas através de extrusdo ou emulsificacdao, por
temperatura (dgar, agarose e carragenana) ou por ionizacdo (alcool polivinilico, alginato e

quitosana(KAREL; LIBICKI; ROBERTSON, 1985; KOURKOUTAS et al., 2004).
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2.12.1.3 Floculagdo celular

A floculagdo celular é uma caracteristica intrinseca das células microbianas.
As células se agregam e floculam para formar aglomerados ou sedimentos, ligando-se umas
as outras sem a necessidade de um suporte. O processo de floculagdo pode ser natural ou
induzido por agentes floculantes ou reticulantes (Figura 10c). Os agregados formados pela
floculagao tornam possivel o seu potencial uso em bioreatores como: bioreatores de leito
empacotado, de tanque agitado continuo e de leito fluidizado. Como ndo existe um suporte
de imobilizagdo a instabilidade e baixa resisténcia a tensao de cisalhamento sdo suas principais
desvantagens. A floculacdo celular é utilizada para a producdo de penicilina por Penicillium
chrysogenum (GARCIA-MARTINEZ et al., 2011), de acido citrico pelo fungo Aspergillus niger
(PAPAGIANNI; MATTEY, 2006) e fabricacdo de etanol e cerveja pela levedura Saccharomyces
cerevisiae (HE, L. Y.; ZHAO, X. Q.; BAI, F. W., 2012).

2.12.1.4 Contenc¢do mecanica por barreiras

A contengdo mecanica por barreiras é baseada no confinamento da célula
entre duas membranas permeaveis. A contencdo pode ocorrer através: a) microencapsulacdo
(aprisionamento de células em uma microcapsula), b) microencapsulacdo interfacial
(imobilizacdo de células em uma superficie de dois liquidos imisciveis) e c) contenc¢do por
membranas microporosas (confinamento de células por membranas porosas permeaveis)
(Figura 10d). Esta técnica é amplamente utilizada na reciclagem de células e fermentacdes
continuas. As principais desvantagens da contengdo por membranas microporosas sdo as
limitacdes de transferéncia de massa e possivel obstrucdo de membrana causada pelo
crescimento celular no interior da mesma (KAREL; LIBICKI; ROBERTSON, 1985; KOURKOUTAS
et al., 2004).



Figura 10 — Métodos de imobilizagdo celular
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Fonte: Adaptado de (KOURKOUTAS et al., 2004).
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As caracteristicas dos suportes utilizados no processo de imobilizacao celular

sdo de suma importancia na determinagao do desempenho do sistema imobilizado. As

caracteristicas ideais destes suporte sdo: material atéxico para as células, resisténcia a ataques

quimicos e microbiano, hidrofilicidade, biocompatibilidae, alta tensdo de cisalhamento;

seguro e ambientalmente correto; permedvel aos substratos e produtos; inerte aos
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componentes do meio; insoluvel nas condi¢cdes do processo fermentativo (BICKERSTAFF,
1999; BRENA; GONZALEZ-POMBO; BATISTA-VIERA, 2013). Os suportes podem ser classificados
de acordo com sua composicao quimica em organicos e inorganicos. Os suportes organicos

podem ser divididos em polimeros naturais e sintéticos (Tabela 8).

Tabela 8 - Tipos de suporte para imobilizagao celular
Organicos

Polimeros naturais

Polissacarideos: celulose, dextrana, agar, agarose, quitina e alginato
Proteinas: coldgeno e albumina
Carvao

Polimeros sintéticos

Poliestireno
Outros: polimetacrilato, poliacrilamida, poliamidas e vinil

Inorganicos
Minerais naturais: bentonita e silica
Materiais processados: vidro ndo poroso e poroso, metais e oxidos
Fonte: (BRENA; GONZALEZ-POMBO; BATISTA-VIERA, 2013)

2.12.2 Suporte para imobilizagdo - Alginato de sddio

Dentre as diversas técnicas de imobilizacdo e tipos de suporte existentes, o
processo de imobilizacdo celular por aprisionamento em matriz porosa com gel de alginato de
calcio é o mais utilizado devido a sua simplicidade técnica, com uma alta taxa de retencdo
celular, biocompatibilidade e baixo custo. Como o processo de geleificacdo ocorre
rapidamente na presenca de cdtions divalentes (cdlcio, bdrio e estréncio) em condicdes
amenas, a perda da viabilidade e atividade dos microrganismos imobilizados é praticamente
inexistente (DUARTE et al., 2013; LEE; MOONEY, 2012; MOHAMAD et al., 2015; SANTOS et al.,
2005; THAVASI et al., 2011).

O alginato de sédio (Figura 11) é um heteropolissacarideo linear constituido
por unidades monoméricas de de acido manuronico (M) e acido gulurénico (G) (Figura 11a).
As unidades de dcido manurdnico (M) estdo ligadas entre si por ligacGes glicosidicas do tipo
B(1->4) e as unidades de aciodo gulurdnico estdo ligadas entre si por ligagdes do tipo a(1->4).
Estes mondmeros sdo arranjados em um padrdo de residuos de blocos M e G, ao longo de
uma cadeia com regides homopoliméricas -G-G-G- ou -M-M-M- intercaladas com regides

heteropoliméricas -M-G-M- (Figura 11b).
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A proporgao entre cada tipo de cadeia é determinada pela fonte de extragdo
do alginato (principalmente algas marrom) (DRAGET; SKIAKBRAK; SMIDSROD, 1994; ROWLEY;
MADLAMBAYAN; MOONEY, 1999; SMIDSROD; SKJAK-BRAEK, 1990).

Figura 11 - Estrutura quimica dos alginatos
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Fonte: O prdprio autor (2017)

No processo de imobilizacdo celular por aprisionamento em matriz porosa
com alginato de cdlcio (Figura 12), microrganismos sdo adicionados a uma solucdo de alginato
de sddio formando uma suspensao (Figura 12a). Através de uma bomba peristaltica ou seringa
(Figura 12b) esta suspensdo é gotejada sobre uma solucgdo de cations divalentes, neste caso o
Ca*? (Figura 12c). O processo de geleificio ou polimerizacdo ocorre através do deslocamento
dos céations sodio presentes no alginato de sédio por cations célcio presentes na solucdo, este
deslocamento leva a formacdo de ligacOes iOnicas intercadeias (Figura 12d), resultando na
formacao de esferas de um gel consistente e insoltivel que aprisionam os microrganismos em
seu interior (Figura 12e) (PARK, J. K.; CHANG, 2000; SHI et al., 2013). O diametro da esfera
formada depende de varios fatores como: velocidade do fluxo e densidade da solucdo de
alginato, concentracdo e microrganismos suspensos em solugdo, concentracao da solucao

idnica de Ca*? e tempo de polimerizacdo (DRAGET; SKIAKBRAK; SMIDSROD, 1994).



Figura 12 - Processo de imobilizagdo celular

Fonte: O préprio autor (2017)
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3 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

3.1 JUSTIFICATIVA

Todos os processos fermentativos descritos na literatura até o presente
momento sobre a producdo de soforolipideos referem-se a fermentacdo submersa em
batelada e batelada alimentada conduzidas em frascos agitados, bioreatores ou fermentacao
em estado sélido. Ndo existem relatos sobre o processo de producao de soforolipideos através
de imobilizacdo celular. A proposta de um novo método de producdo para os soforolipideos

pode ser um fator a mais a auxiliar na diminuicdo dos custos de producao.
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3.2 OBIJETIVOS

3.2.1 Obijetivo Geral

Considerando-se: as diversas vantagens que os soforolipideos apresentam
sob os surfactantes; o amplo campo de aplicacdo dos soforolipideos e os altos custos para a
producdo dos soforolipideos. O presente trabalho teve por objetivo principal desenvolver e
avaliar producdo de soforolipideos por Candida bombicola ATCC® 22214™ através do processo

de imobilizacdo celular em alginato de célcio.

3.2.2 Objetivos Especificos

- Definir o meio de fermentacao inicial para a producado de soforolipideos;

-Determinar as condi¢es iniciais do processo de imobiliza¢do (concentragao
de alginato de sédio, concentracdo de células imobilizadas, concentracao de cloreto de célcio,
tempo de cura);

- Avalair o comportamento das células imobilizadas e a producdo de
soforolipideos através de curva de producao;

- Determinar os ciclos de reutilizacdo das células imobilizadas;

- Otimizar a producao de soforolipideos;

- Determinar as estruturas dos soforolipideos produzidos;

- Avaliar por microscopia eletrénica de varredura a imobilizagao celular em

esferas de alginato.



49

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MICRORGANISMO E MANUTENGAO

O microrganismo utilizado para a producdo de soforolipideos foi levedura
Candida bombicola (ATCC® 22214™), obtida da American Type Culture Collection (ATCC),
Manassas, USA (2013). A cepa foi mantida em placas de petri, em meio de manutencao (item
4.3.1), conservadas sobre refrigeracdo a 4° C e repiques mensais (BAJAJ, V.; TILAY;

ANNAPURE, U., 2012; DAVEREY; PAKSHIRAJAN, 2009a).

4.2  ESTERILIZACAO DE MEIOS E MATERIAIS

Todos 0os meios e materiais utilizados foram esterilizados em autoclave a

121°C, 1 atm, durante 15 minutos e os procedimentos realizados em camara de fluxo laminar.

4.3  MEIOS E CONDICOES DE CULTIVO

4.3.1 Meio de Manutencao

O meio de manutengdo da cepa continha em g/L: 10 de glicose, 3 de extrato
de levedura, 5 de peptona e 20 de agar, com pH final ajustado para 6,0 +/- 0,2 (BAJAJ, V.;
TILAY; ANNAPURE, U., 2012; DAVEREY; PAKSHIRAJAN, 2009a).

4.3.2 Meio de Obtencdo de Inéculo

O meio de obtengdo de inéculo continha em g/L: 100 de glicose, 10 de
extrato de levedura e 1 de uréia (BAJAJ, V.; TILAY; ANNAPURE, U., 2012; DAVEREY;
PAKSHIRAJAN, 2009a).

4.3.3 Parametros do Processo Fermentativo

Todos os ensaios de fermentacdo foram realizados por batelada simples, em
frascos Erlenmeyers de 125 mL com 25 mL de meio, com pH final do meio ajustado para para

6,0 +/- 0,2, incubados em shaker orbital a 200 rpm e temperatura de 30° C.
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4.3.4 Reativagao das Células e Obtengao do Indculo

Para a reativacdo celular, uma 1 alca das células mantidas no meio de
preservacao (item 4.1) foram inoculadas no meio de obtencdo de indculo (item 4.3.2) e
incubadas por 24 horas. Ao final de 24 horas foi realizado um novo repique na proporcéo de
10% (Vda reativacio celular/Vdo meio de obtencio de inéculo) NO Meio de obtengdo de indculo (item 4.3.2) e

e incubados por 48 horas (ASHBY; SOLAIMAN, 2010).

4.3.5 Biomassa para Imobilizacdo

A biomassa para imobilizacdo foi obtida através da realizacdo de uma
fermentacdo para obtencdo do indculo (item 4.3.4). Ao final de 48 horas a fermentacao foi
interrompida por centrifugacdo a 8000 rpm, 4 °C por 10 minutos, o sobrenadante foi
descartado e a biomassa lavada com salina 0,9% em condi¢cGes estéreis, o procedimento de
lavagem foi repetido por trés vezes. A biomassa Umida obtida foi utilizada no processo de
imobilizacdo, na determinacao da concentracdo de células a serem imobilizadas foi utilizado

uma curva de correlacdo entre biomassa seca por biomassa Umida (VILELA et al., 2013).

4.3.6 Preparo das Esferas de Alginato de Calcio

Para a obtencdo das esferas com células imobilizadas, o alginato de sédio,
na concentracgdo de 25 g/L foi adicionado lentamente em dgua deionizada sobre agitacdo para
gue ndo ocorresse a formacado de grumos. Apds a completa dissolucdo a solucdo foi autoclava
e deixada em repouso a 4 °C por 24 horas para completa desaeragao.

Apds as 24 horas, 50 g de células (biomassa Umida) foi adicionada
lentamente a solucdo de alginato de sddio para obtencdo de uma suspensdo homogénea.
Através de uma bomba peristaltica essa suspensao foi gotejada em uma solugdo de CaCl;0,1
mol/L para que ocorresse a gelatinizagdo. Posteriormente, as esferas foram mantidas em uma
solugdo de CaCl, sob agitacdo a 4° C por 24 horas até completa gelatinizacdo, também
denominada de tempo de cura. As esferas com células imobilizadas obtidas foram lavadas 3
vezes com solugdo salina a 0,9%, para retirada de materiais em supensdao e céluas nao
aderidas. (CIANI et al., 2015; RAZMOVSKI, Radojka; MILANOVIC, 2009; RAZMOVSKI, R;
VUCUROVIC, V., 2011).
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4.4 FERMENTACOES

Foram realizadas trés tipos de fermentacdo por batelada simples em frascos

agitados: fermentacao por células livres, células em repouso e células imobilizadas.

4.4.1 Producdo de Soforolipideos por Células Livres

Os ensaios foram realizados em triplicata no meio de fermentacao contendo
em g/L: glicose - 100, dleo de girassol - 100 e extrato de levedura 1,0; indculo de 0,1 g/L e
tempo de fermentacdo de 192 horas. A cada 24 horas de fermentacdo, os cultivos foram
interrompidos (item 4.5) e realizadas as analises do acompanhamento das fermentagdes (item

4.7).

4.4.2 Producdo de Soforolipideos por Células em repouso

Os ensaios foram realizados em triplica no meio de fermentacdo contendo
em g/L: glicose - 100, dleo de girassol - 100 e extrato de levedura 0,1; indculo de 5,0 g/L e
tempo de fermentacdo de 192 horas. A cada 24 horas de fermentacdo, os cultivos foram
interrompidos (item 4.5) e realizadas as analises do acompanhamento das fermentacges (item

4.7).

4.4.3 Producdo de soforolipideos por Células Imobilizadas

Para o desenvolvimento do processo de imobilizacao celular de Candida
bombicola em alginato de cdlcio, avaliacdo da eficiéncia do processo de imobilizacdo e

producdo de soforolipideos foram realizados os seguintes experimentos.

4.4.3.1 Definicdo do meio de fermentacao inicial

No ensaio para a definicdo do meio de fermentacdo inicial, manteve-se fixo
o valor da concentragdo de glicose (100 g/L), do 6leo de girassol (100 g/L). As concentracoes
de extrato de leveduras avaliadas foram de 0,0 ([N]=0,0); 0,1 ([N]=0,1); 0,5 ([N]=0,5) e 1,0 g/L

([IN]=1,0), os valores do parametro avaliado e dos fixados do processo de imobilizacdo sdo
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mostrados na Tabela 9. Os ensaios foram conduzidos em triplicata com tempo de fermentacao
de 120 horas. Ao final os cultivos foram interrompidos (item 4.5) e realizadas as analises de

acompanhamento das fermentacdes (item 4.7).

Tabela 9 — Parametros para o ensaio de definicdo do meio de fermentacao inicial para a
producdo de soforolipideos por células imobilizadas

Parametro avaliado — Meio de Fermentagao Inicial

Ensaio Concentragdo de Extrato de Levedura (E/L)
[N]=0,0 0,0
[N]=0,1 0,1
[N]=0,5 0,5
[N]=1,0 1,0
Parametros Fixados
Parametro Unidade Valor
Indculo % v/v 10
Concentragdo de Extrato de Levedura g/L Avaliado
Concentragdo de Células Imobilizadas g/L 50
Concentracdo de Alginato de Sodio g/L 25
Concentragdo de CaCl, mol/L 0,1
Tempo de Cura h 24

4.4.3.2 Padronizagao da concentragao de células imobilizadas

Na padronizacdo da concentracdo de células imobilizadas foram avaliadas as
concentragdes de 25 ([CEL]=25), 50 ([CEL]=50) e 75 g/L ([CEL]=75) (biomassa (g) / volume de
alginato(L)), os valores do parametro avaliado e dos fixados do processo de imobilizagao sao
mostrados na Tabela 10.

Os ensaios foram conduzidos em triplicata com tempo de fermentacdo de
120 horas. Ao final os cultivos foram interrompidos (item 4.5) e realizadas as analises de

acompanhamento das fermentacgdes (item 4.7).

Tabela 10 — Parametros para o ensaio de padronizacdo da concentracdo de células

imobilizadas para a producao de soforolipideos por células imobilizadas
Parametro avaliado — Concentragdo de Células Imobilizadas

Ensaio Concentragdo de Células Imobilizadas (E/L)

[CEL]=25 25

[CEL]=50 50

[CEL]=75 75

Parametros Fixados
Parametro Unidade Valor
Inéculo % v/v 10
Concentragdo de Extrato de Levedura g/L 0,1
Concentragdo de Células Imobilizadas g/L Avaliado

Concentragdo de Alginato de Sédio g/L 25
Concentragdo de CaCl; mol/L 0,1
Tempo de Cura h 24
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4.4.3.3 Padronizacdo da concentracdo de alginato de sddio

Para a padronizacdo da concentracdo de alginato de sédio foram avaliadas
as concentracdes de alginato de sédio de 10 ([ALG]=10), 20 ([ALG]=20), 30 ([ALG]=30), 40
([ALG]=40) e 50 g/L ([ALG]=50), os valores do parametro avaliado e dos fixados do processo
de imobilizacao sdo mostrados na Tabela 11.

Os ensaios foram conduzidos em triplicata com tempo de fermentagado de
120 horas. Ao final os cultivos foram interrompidos (item 4.5) e realizadas as andlises de

acompanhamento das fermentacdes (item 4.7).

Tabela 11 — Parametros para o ensaio de padroniza¢do da concentra¢do de alginato de

sédio para a producdo de soforolipideos por células imobilizadas
Parametro avaliado — Concentragdo de Alginato de Sédio

Ensaio Concentragdo de Alginato de Sddio (E/L)

[ALG]=10 10

[ALG]=20 20

[ALG]=30 30

[ALG]=40 40

[ALG]=50 50

Parametros Fixados
Parametro Unidade Valor
Inéculo % v/v 10
Concentragdo de Extrato de Levedura g/L 0,1
Concentragdo de Células Imobilizadas g/L 50
Concentragdo de Alginato de Sédio g/L Avaliado

Concentragdo de CaCl; mol/L 0,1
Tempo de Cura h 24

4.4.3.4 Padronizacdo da concentracdo da cloreto de célcio

As concentracbes de cloreto de cdlcio avaliadas para o processo de
gelificacdo do alginato de sodio foram de 0,05 (CaCl;[0,050]), 0,1 (CaCl;[0,100]), 0,15
(CaClz[0,150]) e 0,2 mol/L (CaCl;[0,200]), os valores do parametro avaliado e dos fixados do
processo de imobilizacdo sdo mostrados na Tabela 12. Os ensaios foram conduzidos em
triplicata com tempo de fermentagao de 120 horas.

Ao final os cultivos foram interrompidos (item 4.5) e realizadas as analises

de acompanhamento das fermentagdes (item 4.7).



Tabela 12 — Parametros para o ensaio de padronizacdo da concentracdo de cloreto de
calcio para a producdo de soforolipideos por células imobilizadas

Parametro avaliado — Concentragao de Cloreto de Calcio

Ensaio Concentragdo de Cloreto de Calcio (mol/L)
CaCl;[0,050] 0,050
CaCl,[0,100] 0,100
CaCl,[0,150] 0,150
CaCl2[0,200] 0,200
Parametros Fixados
Parametro Unidade Valor
Inéculo % v/v 10
Concentragdo de Extrato de Levedura g/L 0,1
Concentragdo de Células Imobilizadas g/L 50
Concentragdo de Alginato de Sdédio g/L 30
Concentragdo de CaCl; mol/L Avaliado
Tempo de Cura h 24

4.4.3.5 Padroniza¢do do tempo de cura do alginato de célcio

O processo de geleificacdo do alginato de sédio é promovido pelo cloreto de
calcio através do deslocamento do sddio do alginato de sédio. Este processo é dependente do
tempo e conhecido como tempo de cura. Na padronizacdo do tempo de cura avaliou-se os

tempo de 1 (TC=1h), 6 (TC=6h), 12 (TC=12h), e 24 horas (TC=24h), os valores do parametro

avaliado e dos fixados do processo de imobilizacdo sdo mostrados na Tabela 13.

Os ensaios foram conduzidos em triplicata com tempo de fermentagado de

120 horas. Ao final os cultivos foram interrompidos (item 4.5) e realizadas as analises de

acompanhamento das fermentacdes (item 4.7).

Tabela 13 — Parametros para o ensaio do tempo de cura do alginato de cdlcio para a
produgdo de soforolipideos por células imobilizadas

Parametro avaliado — Tempo de Cura do Alginato de Calcio

Ensaio Tempo de Cura (horas)

TC=1h 1

TC=2h 6

TC=3h 12

TC=4h 24

Parametros Fixados
Parametro Unidade Valor
Inéculo % v/v 10
Concentragdo de Extrato de Levedura g/L 0,1
Concentragdo de Células Imobilizadas g/L 50
Concentragdo de Alginato de Sédio g/L 30
Concentragdo de CaCl; mol/L 0,1
Tempo de Cura h Avaliado
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4.4.3.6 Cinética da producdo de soforolipideos

Apods a avaliagdo e padronizacdo dos fatores que influenciam no processo de
imobilizacdo celular (meio de fermentacdo inicial, concentracdo de células imobilizadas,
concentracdo de alginato de sddio, concentracdo de cloreto de célcio e tempo de cura). A
produgdo de soforolipideos por células imobilizadas foi realizada com o objetivo de avaliar a
cinética de producdo. Os parametros utilizados neste ensaio foram: meio de fermentacao
contendo em g/L: 100 de glicose, 100 de dleo de girassal e 0,1 de extrato de levedura, inéculo
de 10% (volume de esferas/volume do meio de fermentagdo), concentragdo de células
imobilizadas de 50 g/L, concentracdo de alginato de sédio de 30 g/L, concentracdo de cloreto
de calcio de 0,1 g/L, tempo de cura de 24 horas e tempo de fermenta¢do de 192 horas. O
experimento foi realizado em triplicata. A cada 24 horas de fermentagdo, os cultivos forma
interrompidos (item 4.5) e realizadas as analises de acompanhamento das fermentacdes (item

4.7).

4.4.3.7 Otimizacdo da producdo de soforolipideos

A otimizacdo da producdo de soforolipideos por células imobilizadas foi
realizada através de um delineamento fatorial fracionado do tipo 3*! com trés repeti¢des no
ponto central. Foram otimizadas as concentra¢des das varidveis glicose, dleo de girassol,
K2HPO4 e CaCl,. A Tabela 14 mostra o planejamento fatorial com as varidveis com seus valores
codificados e decodificados. Os parametros utilizados neste ensaio foram: indculo de 10%
(v/v), concentracdo de células imobilizadas de 50 g/L, concentracdo de alginato de sddio de
30 g/L, concentracdo de cloreto de calcio de 0,1 mol/L, tempo de cura de 24 horas e tempo
de fermentacdo de 96 horas. Ao final os cultivos foram interrompidos (item 4.5) e realizadas

as analises de acompanhamento das fermentacdes (item 4.7).
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Tabela 14 - Planejamento fatorial do tipo 3** utilizado para a otimizacdo da produco de soforolipideos por

células imobilizadas

Variaveis Codificadas Variaveis Decodificadas
Ensaio X1 X2 X3 X4 Glicose (g/L) Girca)lizlc:; /) K:HPOs (g/L) | CaCl:(g/L)
1 -1 -1 -1 -1 30,00 30,00 1,50 2,50
2 -1 -1 1 30,00 30,00 4,50 3,50
3 -1 -1 1 0 30,00 30,00 3,00 4,50
4 -1 0 -1 1 30,00 65,00 1,50 4,50
5 -1 0 0 0 30,00 65,00 3,00 3,50
6 -1 0 1 -1 30,00 65,00 4,50 2,50
7 -1 1 -1 0 30,00 100,00 1,50 3,50
8 -1 1 0 -1 30,00 100,00 3,00 2,50
9 -1 1 1 1 30,00 100,00 4,50 4,50
10 0 =l -1 1 65,00 30,00 1,50 4,50
11 0 -1 0 65,00 30,00 3,00 3,50
12 0 -1 1 -1 65,00 30,00 4,50 2,50
13 0 0 -1 0 65,00 65,00 1,50 3,50
14 0 0 0 =l 65,00 65,00 3,00 2,50
15 0 0 1 1 65,00 65,00 4,50 4,50
16 0 1 -1 -1 65,00 100,00 1,50 2,50
17 0 1 0 1 65,00 100,00 3,00 4,50
18 0 1 1 0 65,00 100,00 4,50 3,50
19 1 -1 -1 0 100,00 30,00 1,50 3,50
20 1 -1 -1 100,00 30,00 3,00 2,50
21 1 -1 1 1 100,00 30,00 4,50 4,50
22 1 0 -1 -1 100,00 65,00 1,50 2,50
23 1 0 0 1 100,00 65,00 3,00 4,50
24 1 0 1 0 100,00 65,00 4,50 3,50
25 1 1 -1 1 100,00 100,00 1,50 4,50
26 1 1 0 0 100,00 100,00 3,00 3,50
27 1 1 1 -1 100,00 100,00 4,50 2,50
28 0 0 0 0 65,00 65,00 3,00 3,50
29 0 0 0 0 65,00 65,00 3,00 3,50
30 0 0 0 0 65,00 65,00 3,00 3,50

4.4.3.8 Avaliacdo dos ciclos de reutilizacdo de células imobilizadas

Ap0ds a otimizagdo da producdo de soforolipideos foi avaliado o nimero de

ciclos de reutilizacdo das células imobilizadas. Os parametros do processo fermentativo

utilizados neste ensaio foram: meio de fermenta¢do em g/L (30 de glicose, 30 de dleo, 4,5 de

K2HPO4 e 4,5 de CaCly); indculo de 10% (v/v), concentragdo de células imobilizadas de 50 g/L,

concentragdo de alginato de sédio de 30 g/L, concentracdo de cloreto de calcio de 0,1 mol/L,

tempo de cura de 24 horas e tempo de fermentacdo de 96 horas.

Ao final de cada ciclo de 96 horas as esferas com células imobilizadas eram

coletadas em peneira, lavadas 3 vezes com solucdo salina estéril e transferidas para um novo

meio de fermentacdo e incubadas novamente para um préximo ciclo de reutilizacdo. O

sobrenadante do meio de fermentacao sem as esferas imobilizadas foi centrifugado (item 4.5)

e realizadas as analises de acompanhamento das fermentagdes (item 4.7).
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4.4.3.9 Producdo de soforolipideos nas condi¢des otimizadas

Foi realizada uma fermentacdo utilizando as condi¢des otimizadas para a
producdo de soforolipideos. Os pardametros do processo fermentativo utilizados neste ensaio
foram: meio de fermentacdo em g/L (30 de glicose, 30 de dleo, 4,5 de K;HPO, e 4,5 de CaCly;
indculo de 10% (v/v); concentracdo de células imobilizadas de 50 g/L; concentracdo de
alginato de sdédio de 30 g/L; concentracgdo de cloreto de célcio de 0,1 mol/L; tempo de cura de
24 horas e tempo de fermentacdo de 96 horas.

No inicio da fermentacao (tempo 0 horas) e no final da fermentac¢ao (tempo
96 horas) foram selecionadas 30 esferas com células imobilizadas para caracterizacao fisica
das esferas com células imobilizadas por microscopia eletronica de varredura (item 4.8). Os
soforolipideos extraidos desta fermentacao foram utilizados para a caracterizacdo estrutural

(item 4.9).

4.5 INTERRUPGAO DOS CULTIVOS

Ao final das fermentacdes as esferas foram coletadas com peneira e
submetidas a dissolucdo com citrato de sédio 0,5M por 30 minutos, as células foram
recuperadas por centrifugacdo a 8000 rpm 4° C por 10 minutos, o sobrenadante foi descartado
e a biomassa foi quantificada e denominada de biomassa imobilizada (Xi) (item 4.7.6.2)
(PEREIRA et al., 2014). O meio sem as esferas foi centrifugado a 8000 rpm 4° C por 10 minutos.
A biomassa obtida foi quantificada e denominada de biomassa livre (X¢) (item 4.7.6.1). Antes
do sobrenadante ser submetido a extracdo dos soforolipideos e 6leos residuais (item 4.6)

retirou-se uma aliquota de 1000 ul para dosagens de acucares totais (item 4.7.2)

4.6 EXTRACAO DOS SOFOROLIPIDEOS E OLEOS RESIDUAIS

O sobrenadante obtido da interrupcdo do cultivo (item 4.5) foi adicionado
ao funil de separacdo e submetido a trés extracdes com 25 mL de acetato de etila. A fase
organica foi transferida para baldo de fundo redondo e rotoevaporado a 50° C, 510 mmHg.
Apds rotaevaporacao, o baldo contendo os soforolipideos e o éleo residual foi lavado com 25
mL de metanol:H;0 4:1 e 25 mL de hexano. As duas fases foram separadas em funil de

separacao e transferidos para cadinhos de aluminio previamente tarados e secos a 60 °C até
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peso constante, para a determinacdo gravimétrica dos soforolipideos e 6leos residuais

respectivamente (LANGER et al., 2006; PALME et al., 2010; SAMAD et al., 2014).
4.7 ACOMPANHAMENTO DAS FERMENTACOES
4.7.1 pH

Os pHs dos reagentes, meios e fermentacaos foram determinados através
de analise potenciométrica. Dois parametros analiticos cinéticos sdo derivados da
determinagao do pH, o pH; = pH Inicial do meio de fermentag¢ao e o pHs = pH final do meio de

fermentacao .
4.7.2 Consumo de Acucares (Sa)

Os acglcares totais presentes no sobrenadante (item 4.5) foram dosados pelo
método de Fenol-Sulfurico (DUBOIS et al., 1956). O Consumo de Aclcares (S, expresso em
g/L) foi calculado através da diferenca entre a concentracdo de aglcares totais inicial e a

concentracdo de agucares totais residuais.
4.7.3 Consumo de Oleo de Girassol (So)

A quantificacdo do 6leo residual foi realizada por analise gravimétrica da
fase do hexano do processo de extracdo (item 4.6) (LANGER et al., 2006; PEREIRA et al., 2014;
SAMAD et al., 2014). Através da diferenca entre a concentracdo de dleo inicial e a de 6leo

residual foi calculado o Consumo de Oleo de Girassol (S, expresso em g/L).
4.7.4 Consumo de Carbono Total (St)

A quantificacdo do consumo de carbono total (St, g/L) foi calculada através
da soma do consumo de acgucares S, (item 3.7.2) e consumo de dleo de girassol S, (item 4.7.3)

(Equacdo 1) (FELSE et al., 2007; SHAH, Vishal; JURIEVIC; BADIA, 2007).

ST o Sg+So (Equacdo 1)
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4.7.5 Quantificacdo dos Soforolipideos(P)

A producdo de soforolipideos (P, g/L) foi obtida por analise gravimétrica da
fase metanol:H,0 obtida no processo de extracdo (item 4.6) (LANGER et al., 2006; PEREIRA et
al., 2014; SAMAD et al., 2014).

4.7.6 Quantificacdo da Biomassa

As biomassas obtidas da interrupcao dos cultivos (item 4.5) foram
transferidas para cadinhos de aluminio previamente tarados e secas em estufa a 105 ° C até

peso constante e quantificadas por gravimetria.

4.7.6.1 Biomassa livre (Xy)

A biomassa livre (X, g/L) foi calculada através da razdo da massa de células
livres no meio de fermentagdo (Xy) (item 4.5 e 4.7.6.1) pelo volume do meio de fermentagao

em litros (L) (SANTOS, DIEGO T. et al., 2008; VUCUROUROVIC; RAZMOVSKI, 2012;).

X =& (Equacdo 2)

4.7.6.2 Biomassa imobilizada (X))

A biomassa imobilizada (X;, g/L) foi calculada através da razdo da massa de
células imobilizadas no alginato(X;) (item 4.5 e 4.7.6.2) pelo volume do meio de fermentacao
(L) (SANTOS, D. T. et al., 2008; VUCUROUROVIC; RAZMOVSKI, R. N., 2012; YU, J.; ZHANG, Xu;
TAN, T., 2007)

X =—2 (Equagdo 3)

4.7.6.3 Biomassa total (X:)

A biomassa total (X, g/L): foi calculada através da soma da concentracdo de
células livres X (item 4.7.6.1) com a concentragao de células imobilizads X; (item 4.7.6.2)

(SANTOS, D. T. et al., 2008; VUCUROUROVIC; RAZMOVSKI, R. N., 2012).
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Xt - Xf+ X‘_ (Equagdo 4)

4.7.7 Retencdo de Células no Suporte (R)

A Retencdo de Células (R, g/g) foi calculada através da razdo da biomassa
imobilizada (X;) (item 4.7.6.2) pela massa seca do alginato utilizada na imobilizagdo (Mayg, g)
(SANTOS, D. T. et al., 2008; VUCUROUROVIC; RAZMOVSKI, R. N., 2012; YU, J.; ZHANG, Xu; TAN,
T., 2007)

R = — (Equagdo 5)

4.7.8 Fuga de Células (Xs)

A fuga de células (Xs , %) foi calculada através da razao da biomassa livre (Xy,
g/L) (item 4.7.6.1) pela biomassa total (X, g/L) (item 4.7.6.3) multiplicado por 100 (SANTOS,
D.T.etal.,, 2008; VUCUROUROVIC; RAZMOVSKI, R. N., 2012; YU, J.; ZHANG, Xu; TAN, T., 2007).

Xs e (_XL ) * 100 (Equacio 6)

4.7.9 Eficiéncia de Imobilizacdo (Yi)

A efiéncia de imobilizacdo (Y;, %) foi calculada através da razdo da biomassa
imobilizada (X;, g/L) (item 4.7.6.2) pela biomassa total (X, g/L) (item 4.7.6.3) multiplicado por
100 (SANTOS, D. T. et al., 2008; VUCUROUROVIC; RAZMOVSKI, R. N., 2012; YU, J.; ZHANG, Xu;
TAN, T., 2007).

X
Y, =|—<— | *100 (Equacdo 7)
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4.7.10 Rendimento da Produgao Yp/s

O rendimento da producdo ou fator de conversao de substrato em produto
(Ye/s g%/%g) foi calculado através da razdo da producédo de soforolipideos (P, g/L) (item 4.7.5)
pelo consumo de carbono total (Sr, g/L) (item 4.7.4) (DAVILA, A. M.; MARCHAL;
VANDECASTEELE, Jean-Paul, 1994; FELSE et al., 2007; SHAH, Vishal; JURJEVIC; BADIA, 2007).

Y = (Equacio 8)

4.7.11 Produtividade Volumétrica (Q)

A produtividade volumétrica (Q, g/L.d) foi calculada através da razdo entre
a producdo de soforolipideos (P, g/L) (item 4.7.5) pelo volume do meio (L) e tempo de
fermentacdo em dias (t) (DAVILA, A. M.; MARCHAL; VANDECASTEELE, Jean-Paul, 1994; FELSE

et al., 2007; SHAH, Vishal; JURJEVIC; BADIA, 2007).

P
Q = ol (Equacdo 9
SOF V*t

4.8 CARACTERIZACAO DAS ESFERAS POR MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

O processo de imobilizacdo celular foi avaliado através de Microscopia
Eletronica de Varredura. As esferas caracterizadas foram as obtidas da fermentacdo descrita
no item 4.4.3.9 - producdo de soforolipideos nas condi¢des otimizadas. As analises de
microscopia eletronica de varredura foram realizadas no LMEM-Laboratdrio de Microscopia
Eletrénica e Microanalise (UEL). A microscopia eletronica de varredura foi realizada em células
livres de Candida bombicola, esferas integras com as células imobilizadas e esferas fraturadas
com nitrogénio liquido. As células livres foram submetidas a tratamento com polilisina por 2
horas para aderéncia das células a laminula. Posteriormente as laminulas, as esferas integras
e fraturadas foram fixadas por 6 horas com glutaraldeido 2,5%, paraformaldeido 2,0% e
tampado cacodilato de sddio a 0,2 mol/L. Posteriormente foram lavadas 3 vezes com tampao

cacodilato 0,1M por 15 minutos, pds-fixadas com tetroxido de dsmio 1% por uma hora,
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lavadas 3 vezes novamente com tampao cacodilato 0,1M e desidratadas com alcool etilico a
30%, 50%, 70%, 90% e 100% por 10 minutos cada.

Apds a desidratacdo, as amostras foram secas por ponto critico no
equipamento BAL-TEC CPD 030 utilizando CO, como agente de troca. Apds a secagem as
amostras foram montadas com fitas de carbono dupla face no suporte de amostras do MEV
(“stubs”). Apds a montagem, os stubs foram metalizados com ouro por deposicdo através do
sistema de evaporacdo (“sputtering”) no equipamento Bal-Tec SCD 050 operando com uma
pressdao de vacuo de 10-15 mmbar, temperatura de 20° C, com uma corrente de 40 mA e
tempo de 158 segundos. Ao final do processo as amostras foram analisadas por microscopia
eletronica de varredura no equipamento FEI Quanta 200 (NAJAFPOUR; YOUNESI; SYAHIDAH
KU ISMAIL, 2004; SINGH, B.; SATYANARAYANA, 2008; YANG, X. et al., 2012) .

4.9 CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DOS SOFOROLIPIDEQS

Os soforolipideos obtidos nas fermentacdes por células livres (item 4.4.1),
por células em repouso (item 4.4.2) e por células imobilizadas (item 4.4.3.9), apds a sua
quantificacdo (item 4.7.5) foram resuspensas novamente em 25 mL de acetato de etila e
filtradas com filtro de 20 microns, o filtrado obtido foi seco em estufa 60 °C por 72 horas e
liofilizado e utilizado na caracterizacdo estrutural dos soforolipideos. A caracterizagcdo e
determinacdo estrutural dos soforolipideos produzidos foram realizadas por Espectroscopia
de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) (item 4.9.1), Ressonancai Magnética

Nuclear (RMN) (item 4.9.2) e Espectrometria de Massas (MS) (item 4.9.3).

4.9.1 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A identificacdo dos grupos funcionais dos soforolipideos por FTIR foram
realizadas no Laboratério de Ressonancia Magnética Nuclear da UEL - RMN-UEL, no
espectrometro IR Prestige 21 (Shimadzu) equipado com o software OriginPro 8.0. Para as
analises 1 mg do soforolipideo foi misturado com 100 mg de brometo de potassio e
pressurizados a 7.500 Kg por 30 segundos para obtencdo de pastilhas translucidas. As leituras
foram conduzidas em transmitancia, sistema com resolucdo de 2 cm, faixa de 400-4000 cm’

! com 500 scans (CHANDRAN; DAS, 2011).
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4.9.2 Espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

As andlises foram realizadas no Laboratério de Ressonancia Magnética
Nuclear da UEL - RMN-UEL, no Espectrometro de RMN Bruker Mod. Avance Ill operando a 400
MHz para 'H equipado com sonda multinuclear inversa (BBI) de 5 mm. As amostras dos
soforolipideos foram analisadas pelos métodos 'H, 3C e HSQC. O sistema de solvente foi
CDCI3/ CD30D (Cloroférmio deuterado/Metanol deuterado) e o espectro foi expresso por

ppm a partir do padrao de referéncia interno (SMYTH et al., 2010).

4.9.3 Espectrometria de Massa (MS)

A caracterizagao estrutural foi realizada no Laboratdrio de Materiais e
Moléculas-LAMM/UEL, no Espectrometro de Massas com Analisador Hibrido Quadrupolo-
Tempo de Voo — Bruker (Cologne Alemanha) — Modelo Compact Triple-Quadrupole ESI-OTFO
Il. As amostras de soforolipideos foram diluidas com metanol grau MS e submetidas a andlise
por injecdo direta. Os parametros para a espetroscopia de massa foram: ionizacdo negativa
por eletrospray, fluxo de inje¢do de 5 plL por minuto, faixa de relacdo massa/carga 50 a 2000
m/z, voltagem de 4,5kV, temperatura do capilar ajustada para 250°C e o fluxo do gas de
desolvatacdo ajustado para 50 L/h e nebulizador a 2 bar (RIBEIRO, I. A.; BRONZE, Maria R; et
al., 2012b; RIBEIRO, I. A.; BRONZE, Maria R.; et al., 2012; SMYTH et al., 2010).

4,10 ANALISE ESTATISTICA

Os delineamentos e as andlises estatisticas dos resultados obtidos foram

realizadas através do software STATISTICA For Windos Versdo 10.0 (STATSOFT, 2010).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos nesse trabalho sdo apresentados na forma de:

5.1) Artigo de revisao - Publicado

“Biosynthesis and Production of Sophorolipids”

5.2) Artigo de revisao - Publicado

“Sophorolipids A Promising Biosurfactant and it’s Applications”

5.3) Artigo para Submissdo

“Producdo de soforolipideos por células imobilizadas de Candida bombicola
ATTCC © 22214™ em alginato de calcio”

Revista: Biosource Technology

https://www.journals.elsevier.com/bioresource-technology

Fator de Impacto: 5.661 — Qualis: Al.

5.4) Patente
“Microencapsulacdo celular por alginato de sédio de leveduras do género

Candida para a producao de soforolipideos”

5.5) Elaboragdo de artigo

A partir dos resultados complementares apresentados no Apéndice A, sera
elaborado o artigo: “Comparacdo estrutural dos soforolipideos produzidos por batelada
células livres, células em repouso e células imobilizadas”

Revista: Bioengineered

http://www.tandfonline.com/toc/kbie20/current

Fator de Impacto: 1,87 — Qualis: B2.
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5.1 ARTIGO PUBLICADO - BIOSYNTHESIS AND PRODUCTION OF SOPHOROLIPIDS

OLIVEIRA, M. R. et al. Biosynthesis and Production of Sophorolipids. International Journal of
Scientific & Technology Research, 2014. v. 3, n. 11, p. 133-143.

Disponivel em: http://www.ijstr.org/final-print/nov2014/Biosynthesis-And-Production-Of-Sophorolipids.pdf
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Biosynthesis and Production of Sophorolipids

Marcos Roberto de Oliveira, Doumit Camilios-Neto, Cristiani Baldo, Agnes Magri, Maria Antonia Pedrine Colabone Celligoi

Abstract— Sophorolipids are biosurfactants belonging to the class of the glycolipid, produced mainly by the csmophilic yeast Candida
bombicola. Structurally they are composed by a disaccharide sophorose (2'-O-B-D-glucopyranosyl-3-D-glycopyranose) which is linked -
glycosidically to a long fatty acid chain with generally 16 to 18 atoms of carbon with one or more unsaturation. They are produced as a
complex mix containing up to 40 molecules and associated isomers, depending on the species which preduces it, the substrate used and
the culture conditions. They present properties which are very similar or superior to the synthetic surfactants and other biosurfactants with
the advantage of presenting low toxicity, higher biodegradability, better environmental compatibility, high selectivity and specific activity in a
broad range of temperature, pH and salinity conditions. lis biological activities are directly related with its chemical structure. Sophorolipids
possess a great potential for application in areas such as: food; bioremediation; cosmetics; pharmaceutical; biomedicine; nanotechnology

and enhanced oil recovery.

Index Terms — bicsurfactants, glycolipid, sophorolipids, sophorose, yeast, Starmerella bombicola, Candida bombicola

1 INTRODUCTION
he sophorolipids (SLP) are biosurfactants belonging to the
glycolipids class, produced by many non-pathogenic yeasts,
being the yeast Candida bombicola the most important.
Structurally they are composed by a disaccharide sophorose
(2-O-p-D-glucopyranosyl-p-D-glycopyranose) linked by a p-
glycosidic bond to a long fatty acid chain [1], [2].

The SLP are one of the most promising known
biosurfactants and offers several advantages over the
synthetic surfactants such as: high selectivity and specific
activity in a broad range of temperature, pH and salinity
conditions [3], low toxicity, high biodegradability and ecological
acceptance [4], [5], and they may be produced in great
amounts [6]. They possess a low capacity of foam formation
and high detergency which facilitates its application in several
areas [7], and they may be produced from renewable
resources [8] or industrial residues [9] and are of easy
recovery [10].

SLP can be applied in several areas such as: - agriculture
(fungicide [11]); - food (anti-freezing [12], preservative [13]); -
biomedicine (anti-tumor [14], anti-microbial [15], anti-viral and
spermicide [16], immunomodulator [17]); - bioremediation {soil
remediation [18], removal of heavy metals [19]); - cosmetics
(dermatological applications [20], [21]); - nanotechnology
(formation of nanoparticles [22], nanoparticles conjugated to
drugs [23]) and oil (enhanced oil recovery [24]).

In spite of the numerous applications which the SLP
possess, the larger-scale production and the high cost are still
great obstacles for its economic competitiveness. The high
cost of production is mainly due to the synthetic culture
medium and the downstream process which may come to
represent 60% of the total cost of the fermentative process
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[25]. To overcome the obstacles of high production costs, two
basic strategies may be used: (a) the use of low cost
substrates for the formulation of the culture medium, (b)
development of efficient and optimized bioprocesses of the
culture conditions and recovery (high production with
maximum recovery) [26], [27].

2 PRODUCER MICROORGANISMS

Several microorganisms have already been reported as
producers of SLP. Gorin, Spencer and Tulloch (1961) [1]
isolated from sow thistle petals the osmophylic yeast
Torulopsis magnoliae  which produced an extracellular
glycolipid with an oily aspect, which has been identified as
being composed by unities of a disaccharide sophorose (2'-O-
B-D-glucopyranosyl-p-D-glycopyranose) partially acetylated,
linked by a p-glycosidic bond to 17-L-hydroxyoctadecanoic and
17-L-hydroxy-9-octadecanoic acids [1].

In 1967, another species of yeast Torulopsis gropengiesseri
was described by Jones [28] as a producer of extracellular
glycolipids, not in the form of oil (acidic form) as described by
Gorin, Spencer and Tulloch [1], but in the crystal form (lactonic
form) where the sophorose was part of a macrocyclic ring.
Tullcoch and Spencer, in 1968 [29] reclassified the yeast
Torulopsis magnoliae as Torulopsis apicola. Nowadays, the
Torulopsis apicola is classified and Candida apicofa, once that
the genus Torulopsis has become obsolete and is now
classified under the genus Candida [30]. Also in 1968 Tulloch,
Spencer and Deinema [31] have identified a new SLP
producing yeast called Candida bogoriensis isolated from the
leaf surface of the shrub (Randia malfleifera), nowadays this
yeast is known and Rhodotorula bogoriensis. Spencer, Garin
and Tulloch, in 1970 [32] have identified in several nectar
samples collected from wild flowers from different regions in
Canada, a SLP producing yeast identified as Torufopsis
hombicola, nowadays known as Candida bombicola.

In 1983 Cooper and Padock [33] showed that the yeast
Torulopsis petrophilivm, isolated as a microorganism which
degrades fractions of crude oil is capable of producing
glycolipids identical to the ones of Torulopsis bombicola.
Another yeast Wickerhamiella domercgiae Y2A, isolated from
effluents contaminated with oil, was identified by Chen and
colleagues (2006) [34], as a producer of SLP. In 2008 a strain
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of a thermo-tolerant yeast Pichia anomala PY1, was isolated
from “Khao Mhak” (Thai fermented food) and described as a
producer of SLP [35]. Konishi and colleagues, in 2008 [36],
through of screening based on the phylogenetic information of
a known SLP producer, described the yeast Candida batistae
CBS 8550 as a producer of SLP. Imura and colleagues in 2010
[37] reported the production of SLP by yeast Candida fioricola
TM 1502. Kurtzman and colleagues (2010) [38] identified three
more SLP producing species Candida riodocensis, Candida
stellata and Candida sp. NRRL Y 27208. Kurtzman (2012)
[39] reports that the Candida sp NRRL Y-27208 strain
represents a new species Candida kuoi.

Chandran and Das (2011) [4] isolated from hydrocarbon
contaminated sites in India, two SLP producing yeasts
Candida rugosa and Rhodotorula muciliginosa. The same
authors in 2012 [3] also isolated from petroleum hydrocarbon-
contaminated soil in India a new species of yeast which is an
efficient degrading of diesel as well as a powerful SLP
producer in the presence of diesel, the species was identified
as Candida tropicalis. Poomtien and colleagues in 2013 [41]
isolated from cosmetic industrial wastes in Thailand the yeast
Cyberfindnera samutprakarensis JP52 an efficient SLP
producing. Basak and colleagues (2013) [42] isolated from
common effluent treatment plant in India, the yeast
Cryptococcus sp. VITGBN2 a potent producer of SLP.

2.1 Candida bombicola ATCC 22214
Candida bombicola ATCC 22214 is the most widely used SLP
producing yeast, being initially identified through biochemical
tests as belonging to the genus Torulopsis. The name
Torulopsis bombicola is proposed because of its frequent
occurrence in close association with bumble bees [32]. In
1998, based in phylogenetic analysis, the creation of the
genus Starmerella was proposed to accommodate the
teleomorphic state (sexual stage) of the Candida bombicola.
The name Starmerella was given to the genus in honor to
Willian T. Starmer, in recognition to its contribution to ecology
and evolution of yeasts associated to plants and insects [43].
Nowadays the genus Starmerella contains approximately
30 species of yeast, most known by being associated to bees,
nectar, pollen, or to its habitats and related substrates. The
species belonging to the genus Stanmerella as Candida
magnoliae, Candida bombicola and Candida batistae seem to
be involved in mutualistic relations with bees. Physiologically
similar to most yeasts of the genus Starmerella, are
fermentative microorganisms which use few carbon sources,
are osmotolerant, which points out relative specialization to the
comman niche and the possible association with nectar as its
main habitats [43], [44]. Despite the Candida hombicola yeast
carrying the name of the genus Candida, it finds itself
phylogenetically far from the pathogenic yeasts, like Candida
albicans [45]). Futhermore, Starmerelfa bombicola | Candida
bombicola is incluided in microorganism with technological
benifical use having frameworks as "the history of use”,
"traditional food" or "general recognition of safetty” [46].
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3 STRUCTURES OF THE SOPHOROLIPIDS

The SLP are amphipathic or amphiphilic molecules formed by
a hydrophilic moiety and a hydrophobic moiety. The
hydrophilic moiety is composed of a sophorose disaccharide
(2’-O-p-D-glucopyranosyl-p-D-glycopyranose) linked to a
hydrophobic moiety composed of a long chain of fatty acid
linked by a glycosidic bond. The p-glycosidic bond occurs
between the anomeric carbon of the sophorose (C1°) and the
 carbon (terminal) or w-1 (sub-terminal) hydroxilated from the
fatty acid [2], [29].

They are typically produced in the form of a mix of
molecules structurally related. This complex mix can be
constituted by up to 40 different types of SLP with associated
isomers [47]. They may also occur in the polymeric (dimeric
and trimeric) form [48].This wide structural variation presented
by the SLP is related to many factors: a) The hydroxyl
grouping of C6& and C6” of sophorose can be found
deacetylated, monoacetylated or diacetylated [2], [49]; b) They
may be produced in the lactonic and acidic form. In the
lactonic form, the carboxyl grouping of the fatty acid is
esterified to the C4” of the sophorose, being also able to be
esterified to the C& or C6”, although this is less frequent [2]; ¢)
The size of the carbonic chain of the fatty acid generally varies
between C16 and C18 [50]; d) The fatty acids can be
saturated, monounsaturated or polyunsaturated [49]; e) The
fatty acids may be hydroxilated in the w (terminal) or in the ®-1
(sub terminal) carbon [51]; f) Presence of sterecisomers [51].

The figure 1 shows the acidic, lactonic and trimeric forms of
the SLP. Different microorganisms produce different forms of
SLP, although these forms can also be altered varying the
conditions of the fermentative process, such as the supplying
of different lipophilic substrates during the fermentative
process [52]. The table 1 shows different forms of SLP
produced for several producer microorganisms.

Since the SLP are produced as a mixing of the acidic and
lactonic form, its properties and applications are directly
related to these forms. The lactonic forms have better biocide
activities [57], anticancer [14], spermicide, cytotoxic and
proinflammatory [16] and are more hydrophobic [58]. The
acidic forms are better foaming agents and have a higher
solubility in water [7] and can be better used in the food
industry, bioremediation and cosmetics [54].

4 PHYSIOLOGICAL ROLES OF THE SOPHOROLIPIDS

Even though the physiological roles of the biosurfactants are
not completely elucidated, they perform several essential
functions for the cell growth and maintenance. A generalization
of such functions is extremely difficult, for the biosurfactants
with different chemical structures and very distinct superficial
properties. Therefore, each biosurfactant can perform different
physiological functions, providing different advantages for the
producing microorganisms in its ecological niches [59].
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Even as hiosurfactants, the physiological role of the SLP
isn't completely understood until now, but some hypothesis
can be made. The SLP are secondary metabolites and do not
seem to have an essential function for cellular growth,
development and reproduction [2], [60].

TABLE 1

STRUCTURAL PROFILE OF SLP PRDDUCED FOR SEVERAL
MICROORGANISMS

Forms of SLP produced
Producer microorganisms g | o 3 al s E Reference

5| £ 5 5|55
Candlids spicola NRRL Y-2481 v - @@ O
Candid batisfae CBS 8550 | e o | o |38
Candide bambicala ATCEC 22214 e @ |[39]. 52)
Candide foricole TM1502 [ ] [37]
Candide fodocensis s @ - [38]
Candide mgosa [ . ) [.'101
Candida sp. NRRL Y-27208 (Candida ke o | o | @ . [34]
Candide stellata | . ¥ . o E
Candide ropicalis | [ ] 13]
Cryplococous sp. VITGENZ [ [42]
Cyherlincners samuiprakamensis JP52 ® ® 21
Pichis anomela PY1 . @ |123]
Rhedotorila muciiginoss [ ] 140]
Rhodatorula bagoriensis v+ @ 1551, [581
Wickerhamiella domercgize Y24 o0 @ | = |54

[REET N E f acihe: MAc - M Faciabs: Dhiie - Dacahdated acidic: Lnte -
Unacehatad lactonie, Male - Monparatylafac iackons. DiLe - Dacebualed Belonms:
@ Large guantties; ® - Smail guantites.
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They are probably formed and liberated to the extracellular
medium as extracellular storage of carbon [61]. The SLP
producer microorganisms such as Candida bombicola and
Candida apicola occur in honey, nectar, pollen [43] and are
involved in mutualistic relations with bees [44]. Since these
habitats are of high osmotic pressure, the production of SLP
may be a form of adaptation and protection to these high
concentrations of sugar [61], besides being an adaptive
advantage, where the vyeast, converts and stores the
carbohydrates and makes them less available to other
microorganisms [62].

Many microorganisms are capable of growing in lipophilic
substrates, like for example, hydrocarbons as an unique
source of carbon. These microorganisms are capable of
emulsifying hydrophobic carbon sources during growth. This
emulsifying capacity is given by the praoduction of extracellular
biosurfactants, mainly of glycolipids, which allows the capture
of the substrate to the periplasmic space [63]. However, this
theory, isn’'t much accepted for the formation of SLP, especially
because there can be produced without any hydrophobic
substrate present and when present are produced in amounts
which highly exceeds the necessary concentration for the
emulsification of these substrates [62]. The SLP possess
antimicrobial activity against algae [64], yeasts [57] and
bacteria [65] through the mechanisms involving membrane
destabilization and increased permeability [67]. The
antimicrobial activity can serve as an interspecies competition
mechanism as it occurs in other biosurfactants [68].
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5 BIOSYNTHESIS OF THE SOPHOROLIPIDS

The biosynthesis of SLP occurs in the stationary phase under
nitrogen limiting conditions [69], total phosphate exhaustion
[70] and dissociated from cellular growth [71]. The figure 2
shows schematically the biosynthesis of the SLP. In the
presence of hydrophobic carbon sources, such as the alkanes,
alcohol, fatty acids and esters of fatty acids, the yeasts such
as Candida bombicola synthetizes SLP.

The biosynthesis process begins with a hydroxylation of the
fatty acid present in the medium. This fatty acid can be of
several origins: supplemented in the form of fatty acid; in the
form of n-alkanes, alcohol, aldehyde, triglycerides or esters of
fatty acids, which will be metabolized until its correspondent
fatty acid; - in the case it isn't present, the fatty acid will be
formed through de novo synthesis, from the acetyl-CoA. On
the other hand, when the concentration of glucose is low,
these hydrophobic carbon sources are metabolized through
the B-oxidation and use for the cellular maintenance instead of
the SLP synthesis [72].

The activation process of the fatty acids occur through
hydroxylation of its terminal () carbon or (»-1) subterminal,
this hydroxylation is mediated by the enzyme CYP52M1
(cytochrome P450 monooxygenase belonging to the CYP52
family) NADPH depending, bonded to the cellular membrane,
leading to the formation of the activated hydroxilated
correspondent fatty acid. It can be metabolized through §-
oxidation or act as precursor for the synthesis of SLP [61];
[73]. The enzyme CYP52M1 is expressed exclusively in the
stationary phase and possibly potentialized by a damage
resistant protein (DAP1) which stabilizes and regulates the
CYP450 protein and participates in the metabolism of the
lipids and sterols [74], [75].

In the next two stages, two molecules of glucose will be
linked to the activated fatty acid. The first glucose molecule is
linked (position C1') to the ® hydroxyl grouping or w1 of the
fatty acid by action of the Glucosyltransferase | (UgtA1). The
reactions require that the glucose is activated in the form of
UDP-glucose (Uridine diphosphate glucose) which acts as a
donor of glucosyl grouping. In the next step, a second glucose
is glycosidically linked to the first glucose (position C2') by
Glucosyltransferase 1l (UgtA2). Both enzymes UgtA1 and
UgtA2 are expressed in high amounts in the beginning of the
stationary phase. The glucose supplied in the medium, isn't
directly incorporated in the SLP structure, great part of the
present glucose in the medium is metabolized through the
glycolytic pathway, being that the SLP glucose is formed from
the gluconeagenesis [74], [75], [76].

The product of the second glycosylation reaction are SLP in
its unacetylated acidic form, further acetylation and
lactonization reactions promote structural variations. The
acetylation of the sophorose in the C& and C6" positions is
mediated by action of by acetyltransferase [62], [77]. The
lactonization process occurs through an esterification reaction
between the carboxyl grouping of the fatty acid and the
hydroxyl C4" grouping, being it possible to occur more rarely
in the CB’ or CB", the enzyme responsible for the lactonization
occurs by the action of a cell wall-bound lactonesterase [75].
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The excretion process of the SLP was not still completely
understood, this process may occur from the formation of
vesicles, mediated possibly by passive or active transporters,
like the ABC transporter protein (Mdr) [78].

6 PRODUCTION OF SOPHOROLIPIDS

The production of SLP is strongly stimulated when two
sources of carbon (lipophilic and hydrophilic) are present in
the medium [2], in the absence of hydrophobic sources low
productions can be observed [79]. The hydrophobic carben
source is normally incorporated in the hydrophobic faction of
the SLP, mainly those with C16 and C18 [51]. In the case of
absence, it can be synthetized from other sources of carbon
from the synthesis de novo, however, the production of SLP
will be smaller [70].

The production, type and proportion of the acidic/lactonic
forms of SLP produced depend on several factors such as:
producer strain, the composition of the environment
(hydrophilic and hydrophobic carbon sources, nitrogen and
salt source), environmental conditions (temperature, pH,
agitation, aeration and time) and the kind of cultivation process
employed (batch, feed batch and continuous) [80], [69].

6.1 Carbon sources

The SLP can be produced from a single source of hydrophilic
carbon (carbohydrates), however the production wil
considerably increase if a second hydrophobic source of
carbon (lipids, hydrocarbon, vegetal oil and animal fat) is
added [69]. The main source of hydrophilic carbon used in the
production of the SLP is glucose, which may be used for
cellular growth and the production of SLP [81]. Other mono or
disaccharides can be used as a hydrophilic substrate, among
these carbohydrates we have sucrose, fructose, xylose [81],
lactose, galactose [82], [8], mannose, maltose and raffinose
[83]. The use of other hydrophilic carbon sources doesn't
change the structure of the hydrophilic portion of the SLP
(sophorose), which means the sophorose structure isn’t
determined by the sugar used. The different mono and
disaccharides are metabolized, the glucose, supplying
substrate for the intracellular synthesis of sophorose [83]
However, when these other carbohydrates are used as a
source of hydrophilic carbon, smaller levels of production are
obtained [84], [85].

The lactose, among the several carbohydrates already
evaluated for the production of SLP can't be metabolized by
Candida bombicola, when it is used, an absence of cellular
growth can be observed [82]. The absence of capacity to
metabolize lactose is due to the deficiency of a transporter
system of lactose or of the enzyme galactosidase [86].

With the goal of decreasing the production cost, several
sources of complex hydrophilic carbon sources, such as sugar
cane molasses [87], soy molasses [53] and deproteinized
whey [10] were evaluated. However, the observed production
levels are smaller when compared to the levels obtained in the
synthetic medium under the same experimental conditions.
This way, the cost reduction may end up counter the smaller
production obtained.
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The hydrophobic carbon source influences in the production
and final composition of the SLP mix. The structural profile
commonly observed are SLP with a hydrophobic portion
composed by chains with C16 and C18, due to the specificity
of the cytochrome P450 monooxygenase, which promotes the
terminal hydroxylation (@) or subterminal (w-1) and further
covalent linked to the glucose molecule by the
glucosyltransferase. The enzymatic affinity by certain
substrates depends on its absolute length, fatty acids with a
length between 22,55 and 25,0 A, as the stearic acid (C18:0)
and the oleic acid (C18:1) are easily incorporated directly to
the SLP structure, while the myristic acid (C14) or lauric acid
(C12) are shorter fatty acids which difficult the direct
incorporation. The addition of hydroxilated substrates or the
addition of substrates with similar structures to the stearic and
oleic acids facilitates the direct incorporation [88].

Several sources of hydrophobic carbon were evaluated for
the production of SLP, such as the alkanes (C12, C14, C15,
C16, C17, C18 and C20), saturated fatty acids (C18:0),
unsaturated fatty acids (C16:1; C18:1 and C20:4) [51],
alcohols (1,12-dodecanodiol), ethyl-ester dodecanoic acid, 12-
hydroxydecanoic acid, 1,12-dodecanodiol [69] and single cell-
oil (Cryptococcus curvatus) [10], vegetal oils such as coconut
oil, corn oil, grape seed oil, olive oil, sunflower oil [89],
rapeseed oil, palm plant oil [69], Turkish corn oil [6], safflower
oil [90] and soy oil [91]. Also several residues were used as
substrate for the production of SLP as restaurant waste oil
[66], soybean dark oil [71], dairy industry wastewater [92], oil
refinery residue [93] and animal fat such as pig tallow [94] and
fish oil [69].

When the alkanes are used as a hydrophobic source, they
need to be oxidates into its corresponding fatty acids therefore
the substrates which are similar to the fatty acids are preferred
over the substrates which are similar with the alkanes, like the
alkil esters. The production of SLP from the n-alkanes
increases with the increase of the chain in the following order
C18>C16>C14>C12. Alkanes C16 and C18 are directly
incorporated e for the shortest a stretching can occur in the
chain with the addiction of 2, 4 or 6 carbons, being that a
direct incorporation can also occur, but in a smaller proportion
[69].

The production of SLP from canola, sunflower and palm oil
is smaller when compared to its respective esters, once the
esters can be easily hydrolyzed, supplying the previous fatty
acids and a source of energy. In the case of the oils to the
hydrolysis of the glycerides seems to be a limiting stage for the
production of SLP, The composition of the fatty acids of the
SLP obtained from its oils and esters are similar. As in the
case of the alkanes, the fatty acids with C16 and C18 show a
direct incorporation. SLP produced from oils always exhibit a
higher level of the diacetylated lactonic forms than the ones
produced from its esters, even though its esters present a
higher production rate. A higher content of polyunsaturated
fatty acids promotes the production of SLP in the acidic form
[69].

The production of SLP from several fatty acids such as the
myristic acid (C14:0), palmitic acid (C16:0), stearic acid
(C18:0), oleic acid (C18:1), linoleic acid (C18:2), linolenic acid
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(C18:3) and eicasonoic acid (C20:0). It can be seen that the
increase in the chain’s length from C14 to C16 and C18 results
in a significant increase in the production of SLP, with a drop in
production from C20:0. The degree unsaturation affects the
production of SLP, the absence of unsaturation C18:0, leads to
a small decrease in the production of SLP. Monounsaturated
fatty acids C18:1 result in a high production of SLP, while a
decrease is observed with the increase of the amount of
unsaturation (C18:1 > C18:0 > C18:2 > C18:3) [95].

Hydrophobic substrates with a short chain (C10 to C14)
such as fatty acids and its esters and primary alcohols are not
directly incorporated in the SLP structure but degraded and
used by synthesis de novo of the C16 and C18 fatty acids and
further incorporation to the structure of the SLP. Secondary
alcohols (B-1 hydroxilated) as 2-dodecanol (C12), 2-
tetradecanol (C14) and 2-hexadecanocl (C16), allows the direct
incorporation. With the increase of secondary alcohol chain
(C12 — C16) the production of SLP increase too [96, 97].

Substrates with the terminal carboxylic grouping, like
dodecyl, glutarate, and malonate ester are substrates with a
higher degree of incorporation over substrates with groupings
alkil terminal with pentenyl dodecanate and dodecyl
pentanoate [98]. The addition of hydrophobic esterified
substrates with longer chains, such as the methyl ester of
erucic acid (54% of docosenoic acid C22:1 and docosadienoic
acid C22:2) leads to the consequent production of SLP of the
longest chain, showing the direct incorporation of these fatty
acids in the SLP structure. The methyl esterification of these
substrates promotes the production of SLP mainly in the acidic
form [99].

6.2 Nitrogen Sources

The SLP producing microorganisms may metabolize organic
and inorganic sources of nitrogen. Several authors have
already evaluated inorganic sources such as NH,NO; [100],
NaNQ; [79], [55], (NH)280, [101], [55], NH,CI [38], and
organic sources such as yeast extract [60], malt extract,
peptone extract, soytone [102], corn steep liquor [103]. Among
the evaluated nitrogen sources, the yeast extract is the best
nitrogen source used for the production of biomass and SLP
[60], being a source of nitrogen, vitaming and trace elements
such as zinc, magnesium and iron.

The values found in literature for the yeast extract are of 1
gL' [89], [81]: 2 gL' [104]); 3 gL' [90]; 4 gL' [8] e 5 gL’
[79]. The variation observed in these values are given by the
different experimental conditions tested, as well as different
carbon sources, like those of complex carbon [105] or the
addition of sources of inorganic nitrogen [100]. In low
concentrations (1g.L™") of yeast extract the production of SLP
is stimulated and in higher concentrations (5g.L") cellular
growth is stimulated [60] [89].

Nitrogen limitation is one of the requirements for the
production of SLP by Candida bombicola. Several complex
nitrogen sources such as yeast extract, malt extract and
soytone are sources with high in nitrogen/carbohydrate ratios;
therefore any increase in the concentration of these sources
can decrease the production of SLP. However the malt extract
has high proportions of carbohydrates decreasing the
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nitrogen/carbohydrate ratio, increasing the production of SLP
[102].

When urea is used as the only source of nitrogen, the
cellular growth becomes limited, for other essential elements
for the cellular growth, such as the pantothenic acid, thiamine,
pyridoxine, which are supplied with the yeast extract, aren't
present [80], [79]. The utilization of the low-value soy
molasses as a combined nitrogen and carbon-scurce for SL
production, results in lower production, but could be justified
by the cost reduction of the fermentative process [108]. When
used, the sugar cane molasses and soybean oil, the
production of SLP was higher without the addition of yeast
extract, showing that it is possible to eliminate unnecessary
nitrogen sources (yeast extract, urea), decreasing costs and
increase the production, depending on the type of substrate
used in the fermentative process [104].

The type of nitrogen source and its concentration influences
in the structure of the SLP obtained and in the ratio of
acidic/lactonic forms. Concentrations of yeast extract smaller
than 5 gL favors the formation of lactonic forms and in
higher concentrations the acidic fractions increase, smaller
concentrations of yeast extract and long fermentation periods
increase the rates of produced lactonic forms, independently
of the fermentation method used [89]. The absence of yeast
extract and urea decrease the production of lactonic forms
[108], in contrast, when to the ones produced in the presence
of it [52]. The production of acidic diacetylated forms are
favored by the substitution of urea by NaNO;, possibly by the
delay of the stationary phase, for the acidic forms are
precursors of the lactonic forms [55].

6.3 Minerals

In literature, there are few studies which evaluate the influence
of the minerals in the production of SLP. Some minerals are
essential for the microbial growth and metabolism, generally
the culture used for the production of SLP, when
supplemented with minerals containing KH,PQ,, MgSO,,
MgCl,, NaCl and CaCl,. The supplementation of the medium
with KH,PO,, beyond the nitrogen source, possesses great
influence in the production of biomass. For the production of
SLP, the K:HPO, is a better source of phosphorus than
KH.PO4. On the contrary MgCl. doesn't influence the
production of biomass [60] and influences negatively the
production of SLP and CaCl, influences positively the
production of SLP [102].

6.4 Parameters of the Fermentative Process
6.4.1 Temperature
The fermentative processes for the production of the SLP
occur between temperatures of 21 "C to 30°C. The best
temperature for the production of SLP varies accordingly to the
experimental conditions employed and established by several
authors. The best temperature for the production of SLP by
resting-cell is of 21°C, but because of technical matters {better
sample-taking and better analysis at lower glycolipid
concentration) the temperature of 30°C is used [83).

For processes in a bioreactor in a batch and fed-batch,
temperatures of 25°C and 30°C show very similar results for
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the production of SLP [89].The production of SLP in shake
flasks decreases quickly with the increase of temperature from
27°C(129,8g.L")>30°C(93,2¢gL") >34 °C(3,0gL")>37
‘C (0,3 g.L") [94]. In an industrial process, temperatures of 25
/ 30 'C are preferred over 21°C, once the high costs are
associated to processes of refrigeration/cooling processes and
another factor is that fats and oils do not mix well at lower
temperatures like 21°C.

6.4.2 pH

The pH plays an important rcle in the enzymatic efficiency and
the production of SLP can be affected as a result of the
specificity differences of the enzyme-substrate. The growth of
Candida bombicola and the production of SLP are associated
to a strong decrease of the pH. During the exponential phase
of growth, the pH decreased from values of 6,0 to more acid
values between 2,6 and 4,0. This descent of pH is promoted
due to the consumption of the nitrogen source and generation
of fatty acids [70], [80].

For the production of SLP initially the pH must be adjusted
for values between 5,0 and 6,0 to promote cellular growth and
further during the stationary phase keep it stable in 3,5 for the
production of SLP [83], [49]. Although some authors do not
control the conditions of pH for the production of SLP [2], [84]
the production under controlled conditions of pH may promote
and increase of up to 27,6% in the production of SLP [104].
The production of SLP in acid conditions (3,5) and the
antimicrobial effect of the SLP protects the culture of the
contamination process, even more, where the SLP are
produced in too long fermentative processes (200 hours of
fermentation) [62].

6.4.3 Aeration and Oxygenation
The oxygen is essential not only during the exponential phase,
but also good aeration conditions are essential for the
hiosynthesis of SLP, mainly due to the cytochrome P450
monooxygenase needing molecular oxygen for its activity.
Generally high oxygenation levels result in increase of the SLP
production, this increase is stronger when lower volumes of
culture are used. However, high levels of agitation with lower
volumes of culture medium decrease the formation of SLP.
Therefore, there is a good rate of oxygenation for the
production of SLP, which can be defined in terms of transfer
rate of axygen. In fed-batch in shake flasks the best aeration is
between 50 and 80 mm O, L. h' [107].The aeration can
influence in the structure of the SLP, high levels of aeration
during the fermentative process lead to the absence of the
deacetylated forms and the formation of high proportions of
diacetylated forms, also increasing the fraction of lactonic
forms [108]. The adjustment in the oxygenation conditions in
the initial periods can control the degree of unsaturation of the
SLP, low levels of oxygenation can increase the proportion of
saturated SLP [107].

6.5 Fermentation Process

The different types of fermentation process (batch, fed-batch,
continuous), influences in the production of SLP. The
production in batch in shake flasks is used for the production
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in small scale, ideal for the initial studies of production, with an
initial environment volume of 20% of the nominal volume of
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2012, doi:10.1016Vj.jcis 2012.03.007.
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compared to batch in shake flasks, mainly due to a better doi;10.1002elsc.200520086.
aeration promoted by the bioreactor [89]. 7] Y. Hirata, M. Ryu, ¥ Oda, K. Igarashi, A. Nagatsuka, T. Furuta, & M. Sugiura,
The controlled addition of the hydrophobic substrate “Novel characteristics of sophorolipids, yeast glycolipid biosurfactants, as
prevents the inhibitory effect of the fatty acids in cellular biodegradable low-foaming surfactants,” Joumal of Bioscience and
growth, the production of SLP increases from 20 g.L ! to 317 Bioengineering,  vol. 108, no. 2, pp. 142146, 2009,
g.L"! with the controlled addition of hydrophobic substrates doi:10.1016/ jbicsc.2009.03.012.
(ethyl esters of rapeseed) to the fermentation medium, also [8] QH. Zhou, & N. Kosaric, “Utilization of canda oil and lactose to produce
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means, in the distribution of the acid and lactonic forms and in Society, vol. 72, no. 1, pp. 67-71, 1995.
the degree of acetylation [109]. The addition of hydrophobic [©] RD. Ashby, A. Nufez, DKY. Solaiman, & TA. Foglia, “Sophorolipid
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ABSTRACT:

Sophorolipids (SLPs) are the most promising glycolipid biosurfactants produced in large quantity by several non-
pathogenic yeast species, among these Candida bombicola ATCC 22214 is the most studied SLP producing yeast.
SLPs composed by the disaccharide sophorose (2'-O-B-D-glucopyranosyl-p-D-glycopyranose) linked (p —
glycosidically) to a long fatty acid chain with generally 16 to 18 atoms of carbon with one or more unsaturation.
These compounds have characteristics, which are similar or even superior to the other biosurfactants and surfactants.
Some of these advantages are environmental compatibility, high biodegradability, low toxicity, high selectivity and
specific activity in a broad range of temperature, pH and salinity conditions. They fulfill the eco-friendly criteria
combine Green chemistry and a lower carbon footprint. SLP possess a great potential for application in areas such
as: Agriculture, Food, Biomedicine, Bioremediation, Cosmetics and Enhanced Qil Recovery.

Keywords: surfactants, biosurfactants, applications sophorolipids, Candida bombicola

[1] NTRODUCTION

Biosurfactants are surfactants produced by
bacteria, yeasts and fungi. Due to their
environment-friendly nature, biosurfactants have
carved a niche in the market today. The current

different biosurfactants, the glycolipids are one of
the most important classes of these amphiphilic
compounds, being rhamnolipid, trehalolipids and
SLP the best known [2].

market-trends show that biosurfactants demand in
the next years is going to increase manifolds
based on their utility in detergent, paint,
cosmetics, textile, agriculture, food and
pharmaceutical industries [1]. Among of the

SLP is one of the most promising and attractive
biosurfactant which combines green chemistry
with lower carbon footprint (without the
undesirable side products or environmental
downsides associated with synthetic surfactants)
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[3, 4]. SLP have numerous properties that make
them superior to synthetic surfactants including:
stability in the wide range of pHs, temperatures,
and salinity [5], low-foaming and excellent
detergent properties [6], water hardness (high
concentration of divalent cations) does not affect
their interfacial properties, synergism between
acidic and lactonic forms of SLP increase
surfactants  activities  [7], are  readily
biodegradable and exhibit good surface activity
(critical micelle concentration (CMC), surface
tension and emulsification behavior) [8, 9]. SLP
can be produced in large quantities [10] based on
[11] agro-industrial by-
products [12]
simplified product recovery [13, 14]. Given the
increasing interest in SLP biosurfactant and their
highly attractive characteristics, here we explore
the wide range of SLP applications.

renewable resources

and residues and easy and

[II] PRODUCER MICROORGANISMS

SLP are produced by several microorganisms
(Candida batistae CBS 8350 [18], Rhodotorula
bogoriensis [19], Candida floricola TMI1502
[20], Candida riodocensis [21], Candida rugosa

ising Biosurfactant and it’s Applications

[22], Candida kuoi [23], Candida stellata [24],
Candida tropicalis [25], Cryplococcus sp.
VITGBN2 [26], Cyberlindnera
samutprakarnensis JP52 [27], Pichia anomala
PYl [28], Rhodotorula muciliginosa [22],
Candida bombicola [29], Candida apicola [30,
311, Torulopsis gropengiesseri [32], Torulopsis
petrophilum [33] and
domercqgiae Y2A [34]). Among these species
Candida bombicola ATCC 22214 is the most
studied SLP producing yeast, which exhibits both
the highest yield and productivity. Candida
bombicola is phylogenetically distant from the
others pathogenic yeasts, like Candida albicans

Wickerhamiella

[15, 16]. Futhermore, Candida bombicola is
included in microorganism with technological
beneficial and have GRAS  (Generally

Recognized as Safe) status [17].

[II] SLP STRUCTURES

SLP are amphiphilic molecules composed of
hydrophilic moiety, a sophorose disaccharide (
2°-0-B-D-glucopyranosyl-B-D-glycopyranose ),
linked to the hydrophobic moiety, a long chain of
fatty acid [Figure-1a].

Sophorolipid general structure (a)
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and structural variation of SLP.
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They are produced as a mix of structurally related
molecules, reaching up to 40 different types and
associated isomers [35]. The high number of
different structures arises from several possible
combinations of: (a) the B-glycosidic bond links
the anomeric carbon of the sophorose (C1°) to the
wo-carbon (terminal) or ®-1 hydroxilated (sub-
terminal) from the fatty acid [Figure-1b]. [36,
30]; (b) acetylation of the hydroxyl groups of the
sugar moiety; sophorose C6’ and C6’’ carbons
might be deacetylated, monoacetylated or
diacetylated [Figure-1c] [36, 37]; (¢) presence of
lactonic or acidic forms; lactonic form - carboxyl
group of the fatty acid moiety is esterified to the
sophorose in C4”’, C6’ or C6”’ (esterification in
C4” is more frequent) [Figure-1d], acidic form —
the carboxyl group of the fatty acid moiety is not
esterified [Figure-le] [36]; (d) the fatty acid
chain might vary in size (mostly between C16
and CI18), with presence
(saturated, monounsaturated or polyunsaturated)
[Figure-1f] [38]; -presence of stereoisomers [39]
and SLP might also occur in the polymeric form
(dimeric or trimeric) [40].

of unsaturation

[IIT] APPLICATIONS

As mentioned earlier, SLP are produced as a mix
of structurally related molecules (like acidic and
lactonic forms), consequently their properties and

composition of the mix (structure activity
relationship).
hydrophobic [41] and have been reported to have
better biocide activities [42], anticancer [43],
spermicide, cytotoxic and proinflammatory
activities [44]. On other hand, acidic forms are
better foaming agents, have higher water
solubility [7] and have been reported to present
better use in food industry, bioremediation and
cosmetics [45]. In addition, the composition of
the SLP mix and proportion of the acidic or
lactonic forms depends on several factors, such
as: strain; medium composition - carbon sources
(hydrophilic or hydrophobic) [46], nitrogen and
salt sources [47, 48]; environmental conditions
(temperature, pH, agitation, aeration and period
of culture) [49]; and operation process (batch,
feed batch and continuous) [39, 50].

Besides of the composition, SLP have been
currently commercialized in many countries by
various companies [Table-1]. SLPs are active
ingredient in several products of beauty and
personal care (bath products, acne pads, anti-
dandruff products, pencil-shaped lip rouge, lip
lipsticks, and toothpaste), household

Lactonic forms are more

cream,
cleaner’s products and bio pesticides [51]. In next
topics, we explore
prominent SLP applications envisaging their
highly attractive characteristics and the recent

the some of the most

applications are directly related to the advances in the SLP applications field.
Company Location Focus on
Allied Carbon Solutions Ltd. Japan Agricultural products, ecological research
DSM Nutritional Products USA Pharmaceutical products, cosmetics and food products
Lcover Belgium Belgium Cleaning products, cosmetics, bioremediation, pest control, pharmaccuticals
Groupe Soliance France Cosmelics
Henkel Germany Glass cleaning products, laundry, beauty products
Kaneka Co. Japan Cosmetics and toiletry products
MG Intobio Co. Ltd. South Korea Beauty and personal care, bath supplies e.g., soaps with new functions
Saraya Co. Ltd. Japan Cleaning products, hygiene products
Synthezyme LLC USA Cleaning products, cosmetics, fungicides, crude o1l emulsification

Table: 1. SLP producing companies around the world.

Marcos Roberto de Oliveira, et al.
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3.1. Agriculture

In agriculture, SLP <can be wused for
phytopathogens control (biocidal properties) and
as adjuvant in formulation of herbicides
(surfactant properties). SLP show antifungal
properties against plant pathogenic fungi,
including Phytophthora sp. and Pythium sp.
Damping-off is a soil borne root disease caused
by these phytopathogens.

These diseases spread rapidly through soil by
migrating with water in form of zoospore, and
infecting seeds, leaves, and stem of water-
culturing plants. SLP are very effective in
inhibition of mycelial growth, motility as well as
in the lysis of zoospore. Along with the low
toxicity and biodegradability, the antifungal
properties suggest that SLP possess great
potential as promising and environment-
compatible bio control agent [52].

SLP have excellent promise as natural
surfactants/emulsifiers for post emergence
herbicides. Post emergence herbicide
formulations contain adjuvants to allow greater
adherence to the plant surface and for increased
penetration of the plant cuticle.
surfactants, such as polyethoxylated tallowamines
(POEA) currently used in several post emergence
herbicides are petroleum-base, ecotoxic and toxic
to a wide range of organisms. SLP can replace
synthetic surfactants like POEA, Lactonic SLP
from Candida bombicola (LacSLP), acidic SLP
from Candida kuoi (AcSLP) form emulsions with
lipophilic contact herbicide lemongrass oil
(LGO). The AcSLP formed longer-lasting and
stable with LGO better than
commercial POEAs.

The herbicide damage ratings (HDR) values are
greater with the AcSLP/LGO and LacSLP
mixtures than with LGO applied alone or together
with POEA. Additionally, the low-foaming by
the SLP preparations is highly desirable to
minimize air entrapment, which can cause pump
and sprayer malfunctions [53].

Non-ionic

emulsions

Marcos Roberto de Oliveira, et al.

3.2. Food

Surfactants have been used in the food industry
for many centuries. Lecithin from egg yolk and
proteins from milk are natural surfactants (which
form foams, gels, emulsions, etc.) and are used in
preparation of many food products as salad
creams, deserts, margarine, etc. Surfactants also
contribute to creaminess, appearance, palatability,
texture, stability and rheology proprieties of
foods [54]. In the food industries the emulsifying
property of SLP can be used for improve the
physical properties (volume, texture, viscosity,
stability and general eating characteristics) of
products of vegetable fat emulsion-based or
starch-based and animal food products [55]. SLP
added to wheat flour or a product containing it,
modifies quality of final product. Production of
bread from the wheat flour containing the SLP
promotes better volume, appearance and shelf-
life of bread [56].

Microbial and chemical contaminations in food
have severe consequences for public health and
also have a significant adverse economic impact.
Vegetables and fruits and are handled by
agricultural workers and consumers in food
distribution channels, which provides
opportunities for contamination with microbial
hazards such as Salmonella spp., verotoxin
producing  Escherichia coli (VTEC) and
Norovirus (NoV) [57]. Germicides composition
for cleaning fruits, vegetables, food processing
equipment, surfaces and utensils, includes a
mixture of surfactant (anionic surfactant - sodium
lauryl sulfate or biosurfactant like SLP) and fruit
acids (glycolic, lactic, malic, citric and tartaric
acid). Besides acting as agent surfactant/emulsify
SLP act as antimicrobial/germicidal agent. SLP
present in germicide formulation in amounts of
1% are sufficient to kill 100% of Escherichia
coli, Salmonella typhi e Shigella dysenteriae in
30 seconds after application of germicide [58].
Other germicidal
cleaning fruits and vegetables containing SLP is
effective against the majority of the gram-

formulation suitable for
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negative microorganism affecting agriculture.
The treatment with this formulation resulted in >
90 % reduction of Salmonella typhimurium
ATCC 23564, > 99 % reduction Escherichia coli
ATCC 8739 and 100% reduction of Erwinia
chrysanthemi ATCC 11663 and Xanthomonas
campestris ATCC 13951 after 10 minutes of
exposure.  Furthermore these formulation
decreases microbial spoilage and increase shelf
life in fruits and vegetables (chikoos, tomatoes,
lemons and cucumber) [59].

Fruits are highly perishable products; the quality
is  affected by  post-harvest handling,
transportation, storage and marketing. Pathogenic
fungi isolated from root (Pericillium, Aspergillus
flavus, Aspergillus niger, Graymould, Mucro e
Yeasts) are the main cause of diseases and rot of
fruits during transporting and storing. SLP from

Wickerhamiella  domercgiae  Y2A  show
antimicrobial activity against these pathogenic
fungi. SLP inhibits proliferation, spore

germination and the spread of mycelium. These
findings suggest that SLP can be used in the
prevention of fungal infections in fruits, during
the process of harvesting, transportation and
storage, increasing the quality and shelf life of
fruits. SLP mechanism is not clear, presumably
SLP change or damage cell wall or membrane
structure [60].

Food contamination may also result from biofilm.
Biofilm act as a protective matrix of primarily
polysaccharide material produced by, and
containing, bacteria which stick to surfaces.
These biofilms are potential sources of
contamination, which may lead to food spoilage
and disease transmission. Thus controlling the
adherence of microorganisms to food contact
surfaces is an essential step in providing safe and
quality products to consumers [54]. SLP presents
antimicrobial properties and the ability to inhibit
and disrupt biofilms formation by gram-positive
(Ralsionia eutropha ATCC 17699) and gram-
negative  microorganisms  (Bacillus  subtilis
BBK006) [61].

Marcos Roberto de Oliveira, et al.

3.3. Biomedicine

SLP have further potential and applications as
they act as biologically active compounds in
biomedicine, particularly as anti-microbial, anti-
tumor, antiviral and immune-modulator. Most of
these biological activities probably due to the fact
that the SLP has the ability to destabilize cell
membranes change  membrane
permeability and modifying the cell surface that
will eventually lead to cell lysis [62, 63, 41].
3.3.1 Anticancer activity

SLP display anticancer activity against several
kinds of tumoral cells and might have a potential
use for cancer treatment. SLP synthesized by
cytotoxic

structure

Wickerhamiella  domercgiae show
effects in several cancerous cell lines. SLP
exhibited  significant  inhibition  of  cell
proliferation on cancer cells of H7402 (liver
cancer line). The cytotoxic effect of SLP in liver
cell lines H7402 is due to the ability of these
molecules to induce apoptosis (block cell cycle at
G1 phase and partly at S phase, increase of
activity caspase-3 and increase of intracellular
concentration of Ca,") [64].

SLP produced by Wickerhamiella domercgiae
exhibited different cytotoxic effects in cell lines
KYSE 109 and KYSE 450 (human esophageal
cancer). Diacetylated lactonic SLP promote a
better inhibition on these two cell lines than that
of monoacetylated lactonic SLP. Concerning the
unsaturation degree of hydroxyl fatty acid in
SLP, the monoisaturated SLP had the strongest
cytotoxic effect, diinsaturated SLP had a little
weaker cytotoxic effect, while saturated
sophorolipid had the weakest cytotoxic effect
(only 20% of cells were inhibited at 60 mg/mL
concentration). Monoisaturated or diunsaturated
and monoacetylated or diacetylated acidic SL
groups have little anticancer activity. In other
words there is correlation of SLP congeners and
anti-cancer activities [43].

SLP mediated cytotoxic responses to pancreatic
cancer cell lines. SLP natural mixture (containing
a combination of eight isoforms lactonic and
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acidic SLP) or derivatives (ethyl ester, methyl
ester, ethyl monoacetate, ethyl
diacetate, acidic SLP and diacetylated lactonic
SLP) show diverse responses against human
pancreatic These different
responses are due to different mechanisms to kill
pancreatic cancer cells by necrosis., The
anticancer responses are dose and derivative-
dependent. The cytotoxicity of SLP is specific to
malignant
observed against normal human cells, which
minimize the side effects commonly associated
with current therapeutic regimes [65].

3.3.2 Anti-microbial activity

The antimicrobial activity of SLP is due to their
biological activity through certain mechanisms
that involve destabilization and alteration of the
permeability of the cellular membrane and
rupture of cells causing extrusion of the cell
contents [9, 66]. Besides antibacterial agent, SLP
also act as antialgal [67], antifungal [52],
antimycoplasma [58] and antiviral agents [44].
The antimicrobial activity of SLP depends on
their chemical structure and the cell wall structure
of microorganisms. Differences in the degree of
inhibition of gram positive and negative bacteria
are due differences in cell wall structure and
osmolarities, SLP from Candida bombicola
(diacetylated lactonic SLP, monoacetylated
lactonic SLP, deacetylated lactonic SLP and
monoacetylated acidic SLP) act in different ways:
(a) no inhibition is observed in the case of the

ester ester

carcinoma cells.

cells since no cytotoxicity was

gram-negative Pseudomonas aeruginosa and the
yeast Candida albicans; (b) diacetylated and
monoacetylated lactonic SLP are better inhibitors
of gram-positive bacteria  (Bacillus subfilis,
Staphylococcus  epidermidis,
faecium, and Propionibacterium acnes) than
deacetylated lactonic SLP and monoacetylated
acidic SLP. Most of these bacteria are found
frequently in the obstructed sebaceous glands of
the skin causing reduced respiration and acnes,
which makes SLP potential ingredients in the

Streptococcus
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production  of  cosmetic, hygienic and
pharmacological-dermatological products [68].
SLP produces by Cuandida
hydrophobic moiety derived from lauryl-myristyl
alcohol (SLPLA) have a potent antimicrobial
activity against gram negative, gram positive and
yeast. Against gram negative bacteria SLPLA
show a complete inhibition (Escherichia coli
(gastroenteritis, urinary tract infections and
neonatal  meningitis) and  Pseudomonas
aeruginosa (cross infections in hospitals and
clinics)) and gram  positive
(Staphylococcus aureus (food-poisoning and skin
infections)  and (food
contamination)). For gram positive bacteria the
treatment with the SLPLA results in the rupture
of cells (lysis), for gram negative bacteria
promotes shrinking of the cells or the presence of
irregularities on the cell surface rather than
breakdown or rupture [66].

Besides acting as an antimicrobial agent SLP may

bombicola with

bacteria

Bacillus  subtilis

work  synergistically in  association with
antibiotics. SLP enhance the activity of
tetracycline. Tetracycline  alone against

Staphylococcus aureus could not promote total
inhibition until the end of 6h of exposure,
association tetracycline + SLP promote total
inhibition before of 4h of exposure. The
association of cefaclor + SLP also showed better
efficiency against Escherichia coli than cefaclor
alone (48% more inhibition within 2 h of
exposure as compared to cefaclor alone) [41].

Polyhexamethylene biguanide (PHMB) possess
the anti-fungal activities and is used for
disinfectant swimming pool, contact lens and
antimicrobial wound dressings.
with PHMB are effective against
Trichophyton Trichophyton
meniagrophyles. Non-woven textiles containing
PHMB with SLP increase PHMB permeation into
the stratum corneum significantly reduced colony
forming units of Trichophyton rubrum and
Trichophyton mentagrophytes suggesting that

Non-woven
textiles
ribrum and

166

83



Review: Sophorolipids A Promising Biosurfactant and it’s Applications

PHMB and SLP are effectiveness for Tinea pedis
prevention [69].

3.3.3 Anti-viral and spermicide activity

SLP and its structural analogs have spermicidal
and anti-HIV activities. The virucidal and sperm
immobilizing activity are similar to those of
Nonoxynol-9  (commercial  spermicide and
potential HIV transmission-preventative agent).
Structure-activity relationship showed that the
acetylation of sophorose head groups and
esterification of the carboxyl groups of the fatty
acids show the same effects on specific activity.
Di-acetylated ethyl ester of SLP is the most
potent spermicidal and anti-HIV agent followed
by mono-acetylated and no-acetylated ethyl
esters. The relationship between chain length of
fatty acids and spermicidal and virucidal are not
the same. Shorter-carbon-chain has higher
potency as virucidal agents and lower spermicidal
activity. Longer-carbon-chain has lower potency
as virucidal agents and higher spermicidal
activity. Acidic SLP were weak spermicides and
exhibited good antiviral activity against HIV and
is the least cytotoxic of structural analogs tested.
Lactonic  forms of SLP  exhibited high
spermicidal, cytotoxic, and proinflammatory
activities with low virucidal activity [44].

The Herpes simplex virus (HSV) causes of a
great number of infections both in the orofacial
and in the genital area. Natural mixtures of
lactonic, non-lactonic, ethyl, methyl esters and
diacetylated ethyl esters of SLP produced by
Candida bombicola can act as an anti-HSV agent.
From five tested compounds the best activity was
displayed by  Ethyl 17-L-[(2-O-B- D-
glucopyranosyl-B-D-glucopyranosyl)-oxy]-cis-9-

octadecenoate, which showed high anti-herpes
virus activity [70].

3.3.4 Immuno-modulatory activity

Septic shock is a common and frequent cause of
death in hospitals. In patients with sepsis caused
by gram-negative bacteria, bacterial components
including DNA, endotoxin and specifically cell
wall lipopolysaccharide (LPS), are believed to be
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causative factors of septic shock via induction of
cytokine cascades. Septic shock can result in
activation of the coagulation
apoptosis, causing further organ damage and
disseminated coagulation.
Administration of SLP after induction of intra-
abdominal  sepsis  significantly  decreases
mortality in a rat model of septic peritonitis. This
mortality decrease might be, at least in part,
mediated by decreased of macrophage number,
decrease of nitric oxide and proinflammatory
cytokines  production
inflammatory responses [71]. Since the sepsis
model used is induced by bacteremia, it is
possible that SLP decrease sepsis by exerting
antimicrobial properties. In addition, SLP exhibit
anti-inflammatory effects in other diseases and
can continue to reduce sepsis-related mortality
with different vehicles, dosing regimens, and
derivatives [72]. Furthermore, SLP maximally
decreased IgE production in U266 cells (IgE
producing myeloma cell line), possibly through
affecting plasma cell activity. This suggests that
SLP possess anti-inflammatory activity and may
provide a novel therapy in diseases of altered IgE
regulation (BLUTH et al., 2006). SLP act as an
anti-inflammatory agent and potential therapy in
diseases of altered IgE regulation, SLP decrease
IgE production in U266 cells by down regulating
important genes involved in IgE pathobiology in
a synergistic manner [73].

3.3.5 Drug delivery system

SLP are an interesting category of asymmetric
bolaamphiphiles. SLP self-assemble into various

cascade and

intravascular

and modulation of

structures due to their structural and amphiphilic
properties, these structures have different shapes
and sizes depending upon factors such as the
temperature, pH and incubation-time of the
reaction mixture. SLP also demonstrate metal
reducing and capping capabilities exerting greater
control on the reaction parameters and condense
the step involved in synthesis of nanomaterial,

which can be used as antimicrobial agent,
biosensing, drug delivery systems, magnetic
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resonance imaging enhancers and others
biomedical applications [74, 75, 76].
Sodium salt of acidic SLP (SLPNa)

spontaneously forms vesicles that can act as a
skin penetration enhancer for active ingredients.
The main component of triterpene
glycosides is mogrosides V (anti-atherosclerotic
effects, anti-cancer activity, anti-allergy activity,
and anti-diabetic effects in animal models).
SLPNa vesicles increase significantly the amount
of mogroside V that penetrate through the skin

active

[77].
Lactoferrin (LCF), a multifunctional
glycoprotein,  activate  dermal  fibroblasts
(stimulate dermal cells for wound re-

epithelialization). SLP increases the transdermal
absorption of LCF through a model skin
increases. The effects of SLP on the LCF
activities on dermal fibroblasts reveal that SLP
not depressed the effect of LCF to any extent
(cell proliferation activities and levels of collagen
IV, elastic fiber components, and hyaluronan
synthases). Instead, SLP increased the
tropoelastin - gene expression, suggesting a
significant synergism between LCF and SLP
(enhancement effects on cell proliferation,
collagen synthesis, and hyaluronan synthesis)
[78].

Gold nanoparticles are biocompatible,
cytotoxicity and are used as drug delivery system.
Biocompatible SLP-conjugated gellan gum
reduced and capped gold nanoparticles show
anticancer activity against gliomas cell. The
simple ~ SLP  conjugated  gellan  gum
reduced/capped gold nanoparticles shows greater
efficacy in killing the human glioma cell line LN-
229 and human glioma stem cell line HNGC-2.
When doxorubicin hydrochloride (anthracycline
antibiotic) is also conjugated to these gold
nanoparticles, the cytotoxic effects became more
prominent. Thus, the nanoparticles were able to
significantly inhibit the cell viability indicating
that the combination therapy (SLP + doxorubicin)

non-
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has a greater potential in eradication of glioma
cancer cells and even glioma stem cells [79].

3.4. Cosmetics

SLP biosurfactant have been produced and
commercially applied as active ingedient in
cosmetics products for body and skin
applications. They are used as emulsifiers,
foaming agentes, solubilizers, wetting agents and
detergents [80]. Among of several expected
characteristics for cosmetics application, SLP
show low cytotoxicity towards human
keratinocytes and fibroblasts [37, 7]. In addition,
SLP promote the metabolism of fibroblasts and
collagen neosynthesis in the dermis of the skin,
acting as an agent that restructures repairs and
tones up skin [81]. SLP stimulate leptin synthesis
through  adipocytes, reduce
subcutaneous fat overload, which make its role in
cellulitis treatment [82].

The increase in elastase activity from dermal
fibroblastos to aging skin and the
appearance of wrinkles. SLP inhibit free radical
formation through inhibition of elastase activity
[83]. SLP act as activator of macrophages,
fibrinolytic agent (healing agent the treatment of
wounds), desquamating agent and depigmenting
agent through a partial inhibition of
melanogenesis in the treatment of brown spots
[84]. In addition, their Dbactericides and
bacteriostatic properties play role for control of
dandruff, acne treatment and as an active
ingredient in deodorants [85].

which  may

leads

3.5. Bioremediation

Bioremediation is a process that uses
microorganisms for accelerate degradation of
environmental contaminants. Biosurfactants
produce by bacteria; fungi and veast increase the
surface area, solubility and bioavailability of
hydrophobic substrates,
stimulating the growth of oil-degrading
microrganisms and improve their ability to utilize

hydrocarbons [86].

water-insoluble
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One problem faced today is the decontamination
of soils polluted with poorly soluble poly-cyclic
aromatic hydrocarbons (PAHs) like anthracene,
fluorene, phenanthrene and pyrene. Phenanthrene
is a model substrate for studies of biodegradation.
SLP increases the solubility and availability of
phenanthren stimulating  the microbial
biodegradation by Sphingomonas yanoikuyae.
The maximum Dbiodegradation Sphingomonas
yanoikuyae is 1.3 mg/L-h in the presence of SLP
compared to 0.8 mg/L-h without SLP [87].
Exposure to the heavy metals through ingestion
or uptake of drinking water (particularly where
water is reused) and foods can lead to
accumulation in animals, plants and humans,
which is a serious health public issue. Sources of
metals include domestic and industrial effluents,
the atmosphere, runoff and lithosphere. The main
treatments for metal-contaminated sediments
include solidification/stabilization and washing.
SLP can remove heavy metals from metal-
contaminated sediment (110 mg/kg copper and
3300 mg/kg zinc). A single washing with with
4% SLP removed 25% of the copper and 60% of
the zinc. The mechanism for metal removal by
the biosurfactants occurs through sorption of the
surfactant on to the soil surface and complexation
with the metal, detachment of the metal from the
soil into the soil solution and hence association
with surfactant micelles [88].

Oil pollution causes a great environmental
problem to terrestrial and marine ecosystems. The
components of petroleum have low aqueous
solubility and strong binding and sorption onto
solids particules. A common remediation process
of contaminated sites is based on the extraction
by organic solvents or surfactants. SLP improve
the bioremediation of sites contaminated with
hydrocarbons increasing the bioavailability of
microbial consortia for biodegradation. Addition
of SLP in soil increased biodegradation of model
compounds: 2-methylnaphthalene (95%
degradation in 2 days), hexadecane (97%, 6
days), and pristane (83%, 6 days). SLP show
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effective biodegradation of crude oil in soil (80%
biodegradation of saturates and 72% aromatics in
8 weeks) [89].

Harmful algal blooms, especially
dinoflagellate red tide, is one the most serious
marine environmental problems to have aroused
the world’s attention, The deleterious effects of
harmful algal blooms seriously constrain the
sustainable development of coastal areas and
cases of human poisoning resulting from algal
toxins have been reported each year. The SLP
shows potential in controlling harmful algal
blooms by potent inhibition on harmful algae
against species  like
tamarense, Heterosigma akashiwo, Cochlodinium
polykrikoides  [67] Scrispsiella
Prorocentrum

toxic

several Alexandrium
trochoidea,

minimum, Cochlodinium

polvkrikoides and Heterosigma akashiwo [9].

3.6. Microbial Enhanced Oil Recovery

Process of oil production leaving behind residual
oil in the reservoirs. The residual oil represents
about 2—4 trillion barrels or 67% of the total oil
reserve. In oil industry to increase the production
of crude oil is utilized the enhanced oil recovery
(EOR). Microbial enhanced oil recovery (MEOR)
employs microorganisms to pull out remaining
oil from the reservoirs. Up to 50% of the residual
oil can be recovery with low operation cost [90].
SLP and others biosurfactants can improve oil
drainage into well bore, wetting of solid surfaces,
reduction of oil viscosity, stimulating release of
oil entrapped by capillaries and oil pour point,
lowering of interfacial tension and dissolving of
oil [91, 92]. The efficiency of the SLP in
reducing the interfacial tension between water
and various hydrophobic substances makes it
more attractive for use in microbial enhanced oil
recovery (MEOR) and enhanced oil recovery
(EOR) [93]. SLP can affect liquid-liquid
interfaces by the lower the interfacial tensions
and can also act on solid-liquid interfaces. These
proprieties can be used to release bitumen from
tar sands or, more technically, bituminous sands
an unconventional oil/petroleum deposit [94].
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Oil drilling is a process that involves drilling and
pumping of oil. The drill cuttings from oil e gas
exploration coming up to the surface impregnated
with large amount of oil. SLP can be used for
cleansing solid particles (drill  cuttings)
impregnated with a polluting fluid comprising
hydrocarbon  [95] regeneration  of
hydrocarbons from dregs and muds [96].

and

[IV] CONCLUSION

This review presented the properties of SLP and
their applications in many areas including
agriculture, food, biomedicine, bioremediation,
cosmetics and microbial enhanced oil recovery.
Several publications
reporting that SLP could be a potential alternative
for the synthetic surfactant. Currently various
companies around the world market products
derived from SLP as beauty and personal care
products, cleaning products and agricultural
products. They have the labels “bio-based” or
“green” or “eco-friendly” or “sustainable”. The
reason behind the large interest in SLP is due to
their wide structural and functional diversity and

scientific have been

a wide range of applications in various areas.
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Resumo

Os soforolipideos sdo biossurfactantes produzidos por Candida bombicola ATCC 22214 e
possuem um amplo campo de aplicacdo, porém o custo elevado de producdo exige
desenvolvimento de bioprocessos mais eficientes, para torna-los competitivos. O objetivo
desse trabalho foi produzir e verificar a composicdo estrutural dos soforolipideos por Candida
bombicola, imobilizada em alginato de calcio. O processo de imobilizacdo foi padronizado e a
producdo de soforolipideos foi otimizada, por delineamento fatorial 4> com os fatores
glicose, dleo de girassol, K;HPO4 e CaCl,. A imobilizacdo celular foi confirmada por MEV e os
soforolipideos caracterizados por FTIR e MS. As condi¢des 6timas de imobilizagdo foram: 50
g/L células; 30 g/L de alginato de sdédio; 0,1 mol/L de cloreto de célcio; tempo de cura de 12
horas e tempo de fermentacdo de 96 horas. No processo de otimizacdo a producdo atingiu
8,458 g/L com uma eficiéncia de imobilizacdo de 90,922% nas condi¢des em (g/L): 30 glicose,
30 de d6leo de girassol, 0,1 de extrato de levedura, 4,5 de K;HPO,4 e 4,5 de CaCl,, As células
imobilizadas foram estaveis por 3 ciclos, mantendo a eficiéncia em torno de 70,7497 %. Os
soforolipideos apresentaram a composi¢ao estrutural de 72,21% de formas acidicas e 27,79%
de formas lactonicas.

Palavras-chave: Soforolipideos, Candida bombicola, imobilizacdo celular; alginato de célcio.

1 Introducao

Os soforolipideos sdo biossurfactantes pertencentes a classe dos

glicolipideos, produzidos principalmente pela levedura ndo patogénica Candida bombicola
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ATCC 22214. Estruturalmente sdo compostos por um dissacarideo sefarose (2°-O-B-D-
glicopiranosil-1-B-D-glicopiranose) unidos por ligacdo B-glicosidica a uma longa cadeia de
acido graxo (Gorin et al.,, 1961). Estes biossurfactantes sdo um dos mais promissores
conhecidos e oferecem diversas vantagens sobre os surfactantes sintéticos como: estabilidade
em uma ampla faixa de pH, temperatura e salinidade (Chandran and Das, 2012), baixa
toxicidade, alta biodegrabilidade e aceitabilidade ecolégica (Li et al., 2012); baixa
espumabilidade com alta detergéncia (Hirata et al., 2009) e producdo a partir de recursos
renovaveis (Pakshirajan and Sumalatha, 2010).

Sdo produzidos como um mistura de formas acidicas e lactonicas, estando
suas propriedades e aplicagbes diretamente relacionadas a estas estruturas. Formas
lactOnicas apresentam melhores atividades bioldgicas como: antimicrobiana (Hu and Ju,
2001), antitumoral (Shao et al., 2012), biomédica (Pontes et al., 2016) e nanotecnologia
(Baccile et al.,, 2016). Formas acidicas apresentam maior capacidade espumante e
hidrosolubilidade, com aplicagGes na agricultura (Ernenwein et al., 2015), alimentos (Zhang et
al., 2016), cosméticos (Ishii et al., 2012), recuperacdao melhorada de petrdleo (Elshafie et al.,
2015) e biorremediacdo (Minucelli et al., 2017).

Apesar das inUmeras vantagens e aplicacdes que os soforolipideos
apresentam, o elevado custo de producao e recuperacao, sao obstaculos que comprometem
a competitividade perante aos surfactantes tradicionais. Uma das estratégias que pode ser
adotada para superar esses obstaculos é o desenvolvimento de bioprocessos mais eficientes
e otimizados para obter uma alta produgcdo com maxima recuperacao do produto (Makkar et
al., 2011; Nitschke et al., 2004).

Dentro destes bioprocessos, a imobilizacdo celular apresenta algumas

vantagens como: aumento da produtividade; reducdo de custos de manutencdao de
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equipamentos causados por adesdo de células aos eletrodos, ductos e sensores; processos de
separacdo mais simples; recuperacdo e reutilizacdo das células; reducdo dos riscos de
contaminagao; protecao das células contra substancias tdxicas e ou altas concentragdes de
substrato (Kourkoutas et al., 2004; Zhao and Xia, 2010; Zhou et al., 2009).

A imobilizacdo celular por aprisionamento em matriz porosa de alginato de
calcio é o processo mais amplamente utilizado, devido a sua simplicidade técnica, com uma
alta taxa de retencdo celular, alta biocompatibilidade e baixo custo. Como o processo de
geleificacdo ocorre rapidamente na presenca de cations divalentes (calcio, bario e estroncio)
em condicGes amenas, a perda da viabilidade e atividade dos microrganismos imobilizados é
praticamente inexistente (Duarte et al., 2013; Mohamad et al., 2015).

Sendo assim os objetivos deste trabalho foram: padronizar as condi¢Ges da
imobilizacao celular da levedura Candida bombicola em alginato de calcio, otimizar o meio de
fermentacdo para a producdo de soforolipideos através da avaliagdo conjunta da eficiéncia de
imobilizacdo e producdo de soforolipideos. Caracterizar estruturalmente os soforolipideos nas
condi¢cbes otimizadas por espectroscopia de infravermelho por transformada de fourier,
ressonancia magnética nuclear e espectrometria de massas e avaliar o processo de

imobilizacdo celular por microscopia eletronica de varredura.

2 Material e Métodos
2.1 Microrganismo para imobiliza¢do

Candida bombicola ATCC 22214 adquirida da
American Type Culture Collection (2013) mantidas em meio de preservagdo (g/L: 10 de

glicose, 3 de extrato de levedura, 5 de peptona e 20 de agar) a 4 °C.

2.2 Imobilizagdo celular
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A biomassa para imobilizagao foi obtida por cultivo em meio de indculo
(g/L: 100 de glicose, 10 de extrato de levedura e 1 de ureia) por 48 horas a 30 °C e 200 rpm.
A interrupgdo da fermentac3o realizada por centrifugacdo a 8000 rpm, 4 °C por 10 minutos e
a biomassa foi lavada com solucdo salina estéril (3x) (Ashby and Solaiman, 2010). A
concentracdo de células foi calculada correlacionando o peso de biomassa seca por Umida
(Vilela et al., 2013). A imobilizacdo foi realizada através da homogeneiza¢do de 50 g/L de
células Umidas com solucdo de alginato de sddio (2,5% m/v). A suspensdo foi gotejada
(bomba peristaltica) em uma solu¢do de CaCl; 0,1 mol/L. As esferas com as células
imobilizadas foram mantidas na solucdo de CaCl, 0,1 mol/L sob agita¢3o a 4 °C por 24 horas.
Antes das fermentacdes as esferas foram lavadas com solugdo salina (3x) para retirada de

materiais em suspensdo e células ndo aderidas (Ciani et al., 2015).

2.3 Producgdo de soforolipideos por células de Candida bombicola imobilizadas em alginato de
cdlcio

Os parémetros fixados para as fermentacGes foram: concentracdo de
glicose e dleo de girassol em 100 g/L; in6culo de 10% (volume das células imobilizadas/volume
do meio de fermentagdo); temperatura de 30 °C; velocidade 200 rpm e tempo de 120 horas.
Os ensaios realizados em triplicata.

Os parametros de imobilizacdo avaliados e padronizados foram: (A) -
concentracdo de extrato de levedura [EXT] de 0,0; 0,1; 0,5 e 1,0 g/L; (B) concentracdo de
células imobilizadas [CEL] de 25; 50 e 75 g/L; (C) concentragdo de alginato de sédio [ALG] de
10; 20; 30; 40 e 50 g/L; (D) concentrac3o de CaCl, [Ca*?] 0,05; 0,1; 0,15 e 0,2 mol/L, (E) Tempo

de curaTCde 1; 6; 12 e 24 horas e (F) Ciclos de reutilizacdo das esferas imobilizadas.

2.4 Otimizag¢do da produg¢do de soforolipideos por células de Candida bombicola imobilizadas
em alginato de cdlcio

A producdo por células de Candida bombicola imobilizadas em alginato de
calcio foi realizada através de delineamento fatorial fracionado do tipo 3*! com trés
repeticdes no ponto central. As varidveis testadas foram glicose — X; (30; 65 e 100 g/L), 6leo

de girassol- X2 (30; 65 e 100 g/L), K2HPO4 - X3 (1,5; 3,0 e 4,5 g/L) e CaCl> - X4 (2,5; 3,5 e 4,5 g/L).
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2.5 Ciclos de reutilizacéo das células imobilizadas

Os ciclos de reutilizagao foram avaliados nas condigdes otimizadas . Ao final
de cada ciclo de reutilizacdo das esferasa essas eram lavadas 3 vezes com solucdo salina

estéril e transferidas para um novo meio de fermentacao e incubadas para um préximo ciclo

2.6 Determinacdes analiticas
2.6.1 Biomassa imobilizada (X;), biomassa livre (Xs) e eficiéncia de imobilizagao (Y;)

Na interrupgao das fermentagdes as esferas com células imobilizadas foram
coletadas com peneira e submetidas a dissolucdo com citrato de sédio 0,5 mol\L por 30
minutos. Apds a dissolucdo a suspensdo foi centrifugada a 8000 rpm 4 °C por 10 minutos,
lavada com salina (3x), quantificadas por gravimetria e denominada de biomassa imobilizada
(Xi). Apds a coleta das esferas com células imobilizadas, o meio de fermentacdo foi
centrifugado a 8000 rpm 4 °C por 10 minutos, lavada com salina (3x), quantificadas por
gravimetria e denominada de biomassa livre (X;) (Pereira et al., 2014). A eficiéncia de
imobilizacdo - Y; (%) é calculada pela razdo da biomassa imobilizada (X; em g/L) pela biomassa

total (X; + Xf em g/L) X 100 (Vucurourovic and Razmovski, 2012).

2.6.2. Extra¢do e quantifica¢do dos soforolipideos produzidos (Psor)

Os soforolipideos presentes no meio de fermentacdo foram submetido a
trés extragdes consecutivas com acetato de etila (propor¢do 1:1) em funil de separacao. A fase
organica foi rotaevaporada sob press3o reduzida de 510 mmHg a 50 °C, e ao contetido obtido
foi adicionado 25 mL de metanol:H,0 (4:1 v/v) e 25 mL de hexano. A fase metanol:H,0 foi
extraida, seca a 60 °C até peso constante e o teor de soforolipideos determinado por

gravimetria g/L (Psof) (Langer et al., 2006; Palme et al., 2010).

2.7 Caracterizacao estrutural dos soforolipideos

Os soforolipideos foram caracterizados por Espectroscopia de
Infravermelho com Transformada de Fourier, Ressonancia Magnética Nuclear e
Espectrometria de Massas. As analises por Espectroscopia de Infravermelho com

Transformada de Fourier foram realizadas no espectrémetro IR Prestige 21 (Shimadzu), as
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leituras foram conduzidas em transmitancia, com sistema de resolucdo de 2 cm™, faixa de 400-
4000 cm™ com 500 scans (Chandran and Das, 2011). As andlises por Ressondncia Magnética
Nuclear forma realizadas no Espectrometro de RMN Bruker Mod. Avance Il operando a 400
MHz para 'H equipado com sonda multinuclear inversa (BBI) de 5 mm. O sistema de solvente
foi CDCl3/ CDs3OD (Cloroférmio deuterado/Metanol deuterado) (Smyth et al.,, 2010). As
andlises por Espectrometria de Massas foram realizadas no Espectrémetro de Massas com
Analisador Hibrido Quadrupolo-Tempo de Voo — Bruker (Cologne Alemanha) — Modelo
Compact Triple-Quadrupole ESI-OTFO Il. O sistema solvente utilizado foi o metanol e as
amostras analisadas por injecdo direta. Os parametros da analise foram: ionizacdo negativa
por eletrospray, faixa de relagdo massa/carga (m/z) de 50 a 2000 Da, voltagem de 4,5 kV,
temperatura capilar de 250 °C e o fluxo do gas de dessolvatacdo de 50 L/h e nebulizador a 2

bar (Ribeiro et al., 2012; Smyth et al., 2010).

2.8 Caracterizacdao das esferas com células imobilizadas de Candida bombicola por
microscopia eletrénica de varredura

As esferas com células imobilizadas de Candida bombicola em alginato de
calcio nos tempos 0 (inicio da fermentacdo) e 96 horas (final da fermentacdo), foram avaliadas
por microscopia eletronica de varredura. As esferas com células imobilizadas de Candida
bombicola em alginato de calcio foram fixadas com glutaraldeido 2,5%, paraformaldeido 2,0%
e tampdo cacodilato de sddio a 0,2 mol/L. Pds fixadas com tetroxido de désmio 1%,
desidratadas consecutivamente com alcool etilico (30 a 100% (v/v)), secas por ponto critico
(equipamento BAL-TEC CPD 030), metalizadas com ouro por vaporizacdo (equipamento Bal-
Tec SCD 050) e microfotogradas (FEI Quanta 200) (Najafpour et al., 2004; Singh and
Satyanarayana, 2008; Yang et al., 2012) .

3. Resultados e Discussao
3.1. Avaliacdo dos parametros de imobilizacdo
3.1.1 Avaliagéio da concentragéio de extrato de levedura — [EXT]

Embora ocorra em todos os sistemas imobilizados, o crescimento celular

descontrolado na matriz de imobilizagcdo provoca um aumento da pressdo mecanica interna,
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causando deformacdo, desestabilizacdo, liberacdo de células e até a descaracterizacdo
completa do sistema de imobilizacdo (Willaert, 2010). O crescimento da Candida bombicola
nas esferas de alginato de calcio pode ser controlado através da concentracdo de extrato de
levedura (fonte de nitrogénio). Neste ensaio foram avaliados os efeitos da concentracdes de
extrato de levedura ([EXT] 0; 0,1; 0,5 e 1 g/L) sobre a eficiéncia de imobilizagdo (Y;) e producdo
de soforolipideos (Psof).

Os resultados (Figura 1A) mostraram que o aumento na [EXT], reduz a Y; e
aumenta a Psor. Para o ensaio [EXT] = 0,0 g/L observou-se a maior Y; promovida pelo baixo
crescimento celular e a menor Psor,. Embora o extrato de levedura seja essencial para o
crescimento celular, a baixa producdo deve-se a auséncia de vitaminas, cofatores enzimaticos
e oligoelementos ou elementos tracos como zinco, magnésio e ferro essenciais para a
producdo que estdo presentes no extrato de levedura (Casas and Garcia-Ochoa, 1999; Cooper
and Paddock, 1984).

A alta concentracdo de extrato de levedura no ensaio [EXT]=1,0 promoveu o
crescimento excessivo da biomassa imobilizada, aumentando a pressao interna sobre a matriz
de imobilizacdo levando a sua total destruicdo com a liberacdo total de biomassa para o meio
de fermentagdo (Yi=0,000%). O ensaio [EXT] = 0,5 g/L apresentou a maior produgdo pelas ECI,
mas uma baixa Y, promovida pelo maior crescimento da biomassa livre. Para o ensaio
[EXT]=0,1 observamos uma alto valor de Y; e para uma producgdo Psor significativa promovida
pela células imobilizadas e ndo pelas células livres no meio. Sendo assim a [EXT]=0,1 g/L foi

fixada para os préximos ensaios.

3.1.2 Concentrac¢do de células imobilizadas — [CEL]

Nos processos fermentativos uma alta concentragao celular proporciona um
aumento na producdo e rendimento para um determinado metabdlito em um menor tempo
(Rathore et al., 2013). Na avaliacdo da concentracdo de células imobilizadas [CEL], observou-
se que noo ensaio [CEL]=25 (Figura 1B) a baixa Psor (0,7644 g/L) e baixa Yi (54,1986 %) é
provocada pela alta proporcdo de gel que separa as células, que dificulta a formacgdo de poros
e difusdo de nutrientes (Cheetham et al., 1985; Nikoli¢ et al., 2010). A alta concentragdo de
células imobilizadas [CEL]=75 apresenta também uma baixa Psor (0,5417 g/L), uma alta

concentracdo de células imobilizadas, provoca uma alta pressdao mecanica interna dificultando
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a difusdo de nutrientes pelos poros presentes na matriz (Bisht et al., 2013).

Para o ensaio [CEL]=50 a Y; (74,7787 %) e a Psor (2,3103 g/L) mostrou ser a
melhor a condicdo em que a matriz permite a retencdo de células juntamente com a difusado
de nutrientes, portanto a concentracdo de células imobilizadas fixada em 50g/L para os
proximos ensaios.

Nos processos fermentativos que envolvem células livres, existe uma relacdo
cinética entre o crescimento, disponibilidade de nutrientes e formacdo de produtos. Para
células imobilizadas, o comportamento, a cinética e o metabolismo de cada organismo
imobilizado devem ser analisados e considerados caso a caso, pois também dependem das

caracteristicas do suporte utilizado (Cassidy et al., 1996; Glineser et al., 2016).

3.1.3 Concentrag¢do de alginato de sddio [ALG]

A concentracdo de alginato de calcio determina a rigidez, resisténcia
mecanica e a capacidade de retencdo da matriz de imobilizacdo (Hubert et al., 2012). Na
andlise dos resultados da avaliagdo da concentracdo de alginato de sdédio (Figura 1C),
verificou-se que nos ensaios [ALG]=10 e [ALG]=20, a concentracdo de alginato utilizada foi
baixa e as esferas com células imbolizadas apresentaram uma baixa resisténcia mecanica, para
[ALG]=10 durante a fermentacdo ocorreu a despolimerizacdo completa das esferas com
células imobilizadas, para [ALG]=20 apresentou uma baixa resisténcia mecanica permitindo
um maior crescimento da biomassa imobilizada e liberacdo de biomassa para o meio (Y; =
51,0893%).

Em baixas concentra¢des de alginato a malha formada apresenta baixa
rigidez e os poros formados sdo grandes o suficiente para permitir o escape de células (Ahmedi
et al., 2015). Um baixo valor de Y; significa uma alta concentragao de células livres o que leva
a uma alta Psor [ALG]=10 (Psor = 9,5954 g/L) e [ALG]=20 (Psor = 5,412 g/L).

Para os ensaios com maiores concentra¢bes de alginato [ALG]=40 e
[ALG]=50 observou-se respectivamente uma alta Yi (Yi= 91,5671 e 93,2269%) e uma baixa Psor
(Psor = 0,3561 g/L e 0,4166 g/L). Altas concentracdes de alginato de sédio aumentam a
resisténcia mecanica e rigidez das ECI, a ponto de provocar estrangulamento dos poros e
causar problemas difusionais e limitacdo de transferéncia de massa (Cheetham et al., 1985;

Penolazzi et al., 2009).
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O ensaio [ALG]=30 apresentou uma Y; = 82,8956 % e uma Psor de 2,5807 g/L.
Esta [ALG] permite uma correta difusdo de gases, nutrientes e metabdlitos, com uma
resisténcia mecanica e rigidez adequada que ndo permite o escape de células e nem a
dissolucdo da esfera (Idris and Suzana, 2006; Penolazzi et al., 2009), sendo esta concentracdo

fixada para os préximos ensaios.

3.1.4 Concentragéo de cloreto de cdlcio [Ca*?]

O cloreto de célcio promove a geleificdo do alginato de sddio através da
substituicdo de cations monovalentes (sddio) por divalentes (calcio). Esta troca forma ligacdes
ibnicas intercadeias, a rede formada permite o aprisionamento de células em seu interior. A
concentracdo do cloreto de calcio é um dos fatores responsaveis pela resisténcia mecanica e
rigidez da matriz de imobiliza¢cdo. O ensaio [Ca*?]=0,050 (Figura 1D) apresentou uma baixo
valor de Y; (52,6767 %) provocado pelo crescimento celular interno da ECl e também liberacao
de células para o meio, assim a quantidade de CaCl; utilizada ndo foi suficiente para promover
a geleificacdo completa das ECI (Blandino et al., 1999). O ensaio [Ca*?] = 0,100 mostrou Y; de
86,8603 % e uma Psor = 2,7190 g/L, o aumento da concentracdo de CaCl; acima de 0,1 mol\L
nos outros ensaios nao influenciou os valores de Y; e Psor. Portanto a concentracao de CacCl,

utilizado no proesso de geleifica¢do foi fixado em 0,1 mol/L.

3.1.5 Tempo de cura (TC)

O processo de geleificacdo do alginato de sédio é um processo tempo
dependente e é conhecido como tempo de cura. A geleificacdo inicia-se da periferia para o
interior da esfera, em uma velocidade elevada pois todos os sitios de ligacdes dos ions célcio
estdo desocupados. Com o passar do tempo a espessura da camada de geleificacdo aumenta
dificultando a difusdo do CaCl, para o interior da esfera, o processo de geleificacdo é
considerado completo com a geleificacdo do centro da esfera (Blandino et al., 1999).

Observa-se (Figura 1E) que para as ECl com TC de 1h, ao final da fermentacao
as ECl encontravam-se totalmente despolimerizadas (Yi = 0,000%). Para o TC de 6 h, o baixo
valor de Yi (67,9393 %) e alto de Psor (4,3820 g/L), deve-se a geleificacdo incompleta da ECI.
Paraos TCde 12 h e 24 h foram encontrados valores muito proximos de Y; (83,1826 e 83,5930
%) e Psor (3,2373 e 3,2054 g/L), portanto, optou-se pelo menor TC (12 h).
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3.1.6 Cinética de Produgdo de Soforolipideos por Células de Candida bombicola imobilizadas
em alginato de cdlcio

Apos definidos os parametros iniciais: 0,1g de extrato de levedura;
concentragdo de células imobilizadas de 50 g/L; concentracdo de alginato de sddio de 30 g/L;
concentragdo de CaCl, de 0,1 mol/L e tempo de cura de 12 horas. Realizou-se uma cinética de
fermentagdo por 192 horas. Os resultados mostraram que apds 96 horas a Y; se estabiliza em
torno de 82,0000 % com uma Psor média de 3,0500 g/L. Portanto, o tempo de fermentag¢do de

96 horas foi fixado para os préximos ensaios.

3.2 Otimizag¢do do Meio de Producdo de Soforolipideos por Células Imobilizadas de Candida
bombicola em alginato de cdlcio.

Quatro varidveis foram otimizadas pelo delineamento fatorial fracionado do
tipo 3*! com trés repeti¢des no ponto central, Concentracio de Glicose — X1, Concentragdo de
Oleo de Girassol - X2, K2HPO4 - X3 e CaCl; - X4) e trés niveis de variagdo. A Tabela 1 mostra o
planejamento fatorial com as varidveis independentes e os valores resposta para Yi e PSOF.
Para as varidveis X; e X2 0s niveis avaliados forma baseados na literatura, a maioria dos autores
destacam que concentragdes superiores a 100 g/L dessas fontes de carbono possuem um
efeito negativo na Psor (Daverey and Pakshirajan, 2009; Gao et al., 2013; Minucelli et al., 2017).
Para a variavel X3 e X4 os niveis foram escolhidos através de um delineamento prévio (dados
nao publicados).

Foi observado na Tabela 1 que a maior Yi=91,9211 % (Ensaio 4) ocorreu no
ensaio com a concentragdo superior de CaCl, (4,50 g/L) e as maiores Yi (Ensaios 2,9, 10 15 17
21, 23, 25 e 3) também ocorreram na concentracdo de 4,50 g/L. Nos niveis inferiores de CaCl,
observamos as menores Y;. Na analise estatistica para a resposta Yi (Tabela 2 a e b), o
coeficiente de determinacdo (R?) foi de 0,9702 e a falta de ajuste n3o foi significativa
(p=0,4433) validando o modelo para fins preditivos. O CaCl, (X4) foi a Unica variavel
significativa na Yi (p=0,0015) e apresentou um efeito positivo sobre a Yi (p=0,001523). AY; foi
modelada pela equac¢do quadratica:

Yiv)= 85,652940 - 0,0524074*(x3) - 0,075819*(x3?) + 3,1893*(x4) + 1,895415*(x4?) +
0,036631*(x1*x3) - 0,160978%*(x1*x4) - 0,0406395* (x2*x3) -0,191555*(x2*x4) +
0,252975*(x3*x4) + 0,575395
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O aumento da concentracdo de cloreto de calcio aumenta a Y; e como um
dos principais objetivos da imobilizacdo celular é a reutilizacdo das esferas com células
imobilizadas, a adicdo de CaCl, ao meio de fermentagao aumenta a estabilidade das esferas
durante o processo fermentativo.

Analisando a varidvel resposta Psor foi observado que a maior Psor (9,2563
g/L) (Ensaio 3) ocorreu na concentra¢do superior de K;HPO4. Os maiores valores da Psoe
(Ensaios 6,12, 15, 18, 21, 24 e 27) ocorreram no nivel superior de K;HPQO4, em niveis inferiores
K2HPO4 foi observado a menores Psor (Tabelal).

Na analise estatistica para a producdo de Psor (Tabela 2 c e d), a analise de
variancia as varidveis glicose (X;), 6leo de girassol (X2) e KzHPO4 (X3) e interagdo entre glicose
e K2HPO4 foram significativas, com um coeficiente de determinacdo (R?) foi de 0,9675 e a falta
de ajuste ndo foi significativa (p=0,1241).

Os efeitos estimados (Tabela 2 d) para a Psor foram positivos para K;HPO4
(efeito=+3,6119, p=0,0004) e para a interacdo entre a glicose e o K;HPO, (efeito=0,4646,
p=0,0410) e negativos para a glicose (efeito=-0,8511, p=0,0081), éleo de girassol (efeito=-
0,6204, p=0,0150) e a interacao entre o K;HPO, e CaCl, (efeito = -0,1748, p=0,0337). A
producdo de soforolipideos foi modelada pela equagdo quadratica:

V)= 7,331794 + 1,805966* (x3) - 0,537602*(x32) + 0,069433* (x4) - 0,140635*(x42) +
0,232349*(X1*X3) + 0,088649*(X1*X4) + 0,022229*(X2*X3) + 0,086262*(X2*X4) -
0,172642*(x3*x4) + 0,757694

A presenga de duas fontes de carbono (hidrfébica e hidrofilica) levam a
maiores producdes de soforolipideos, porém concentracdes elevadas inibem a producdo
explicando os efeitos negativos aqui apresentados pela glicose e éleo de girassol. Para um
aumento na producdo, estas fontes de carbono devem ser adicionadas de forma controlada
e gradativa ou serem utilizadas em menores concentracdes (Daverey and Pakshirajan, 2010;
Vedaraman and Venkatesh, 2010).

O K2HPO4 é uma fonte de fésforo na forma de ions fosfato e esta relacionado
principalmente ao metabolismo energético. Em células livres o K;HPOs influencia
positivamente a producdo de soforolipideos, onde o metabolismo energético é muito ativo
(Casas and Garcia-Ochoa, 1999; Rispoli et al., 2010). Como ficou aqui demonstrado para
células imobilizadas o K;HPO4 também estimula a Psor.

A Figura 2 mostra os valores de otimizacdo conjunta da eficiéncia de
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imobilizacdo (Yi) e producdo de soforolipideos (Psor). A condi¢do otimizada foi predita com os
niveis das variaveis glicose 30 g/L (-1); 6leo de girassol 30 g/L (-1), K;HPO4 4,5 g/L (1) e CaCl,
4,5g/L (1) e com valores para a Y;de 91,7955% (intervalo de confianca de 90,417% a 93,174%)
e para a Psor de 8,6649 g/L (intervalo de confianca de 8,0342 g e 9,2956 g). O modelo foi
validado com cinco repeti¢des na condicdo definida pela otimizacdo conjunta. Os valores
médios obtidos na validagdo foram para Yi= 90,9221 % e para a Psor 8,4580 g/L, valores estes
que estdo dentro do intervalo de confiancga, ndo diferindo significativamente entre os valores
preditos e observados. Os soforolipideos produzidos nesta condi¢cdao otimizada foram
utilizados para a avaliacdo dos ciclos de reutilizacdo das esferas de alginato de célcio com
células de Candida bombicola imobilizadas, para a analise andlise estrutural por
espectroscopia de infravermelho com transformada de fourier, ressondancia magnética
nuclear e espectrometria de massas e para a avaliacdo do processo de imobilizacdo celular

por microscopia eletronica de varredura.

3.3 Ciclos de reutilizagdo das esferas com células imobilizadas de Candida bombicola em
alginato de cdlcio para a produgéo de soforolipideos

Uma das principais vantagens da imobilizacao celular é a reutilizagao das
células imobilizadas por varios ciclos de producdo do metabdlito de interesse. Na reutilizacdo
o suporte deve manter sua resisténcia mecanica evitando deformacgdes e ou rupturas das ECI.
Os ciclos de reutilizacdo foram fixados em 96 horas (96, 192, 288 e 384 h) e ao final de cada
ciclo foi avaliada Psor. Para cada ciclo (Figura 1F) o valor da Psof foi de 9,0577, 8,8049, 7,246
e 1,5828 g/L respectivamente. A Y; ao final do 3° ciclo foi de 70,7490 %, ao final do 4° ciclo, as

ECI apresentavam sinais de deformacao, fragilidade e fragmentacao.

3.4 Caracterizagdo Estrutural dos Soforolipideos
3.4.1 Espectroscopia De Infravermelho Com Transformada De Fourier

Os soforolipideos produzidos por células imobilizadas de Candida bombicola
em alginato de calcio nas condi¢des otimizadas foram caracterizados por espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier (Figura 3). A banda apresentada em 3433 cm™

corresponde ao estiramento O-H presentes tanto na cadeia dos acidos graxos e na sefarose.
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A banda 2926 cm™ e 2854 cm™ mostra o estiramento simétrico (vsCH2) e assimétrico (vasCH2)
dos grupamentos metileno. A banda de estiramento em 1744 cm?, indica a presenca de
lactonas C=0 em grupamentos ésteres e acidos carboxilicos dos SOF. A banda em 1447 cm?
mostra a tor¢do do grupamento C-O-H dos acidos carboxilicos (-COOH), o que pode significar
a presenca de SOF na forma acidica. A banda de estiramento em 1247 cm™ de grupamento
C-O mostra a presenga de acetil esteres C(-0)-°C, referente a presenca de grupamentos
acetilados na sefarose. A banda em 1157 cm™ mostra o estiramento do grupamento C-O em
do C(=0)-O-C das lactonas. A banda em 1048 cm™ mostra o estiramento do C-O do
grupamento C-O-H presente nos agucares (sefarose) (Bajaj and Annapure, 2015; Hu and Ju,

2001).

3.4.2 Espectrometria de Massas

A Figura 4 apresenta o espectro de massas dos soforolipideos produzidos
por células de Candida bombicola imobilizadas em alginato de calcio e a Tabela 4 mostra os
tipos e as proporgdo estruturais da mistura de SOF produzidas. O espectro de massas a
presenca de de 11 ions moleculares (M"H*) com relagdo massa/carga de (m/z) de 621, 645,
661, 665, 677, 679, 685, 687, 689, 703, 705 e 707 Da. A maior intesidade do sinal ocorreu em
705 demonstrando a presenca da estrutura acidica, Cis:1, diacetilada que corresponde a
30,21% da mistura de soforolipideos. A propor¢ao dos soforolipideos produzidos por células
imobilizadas das foi de 72,21% de formas acidicas e 27,79% de formas lactonicas, com relacdo
ao grau de acetilacdo 88,82 % dos SOF sdo diacetilados, 9,37 % monoacetilados e 1,81 %

desacetilados.

3.5 Avaliagdo das Esferas com Células Imobilizadas de Candida bombicola em Alginato de

Cdlcio por Microscopia Eletrénica de Varredura

A caracterizacdo estrutural das esferas com células imobilizadas de Candida
bombicola em alginato de cdlcio nos tempos 0 e 96 h (Figura 5) inicialmente a superficie
regular e homogénea das esfera (imagem A) e apds 96h de fermentacdo a superficie apresenta
irregularidades caracteristicos da perda de rigidez da matriz de alginato de calcio (imagem B).

A imagem C mostra as células aprisionadas na matriz de alginato de célcio e distribuidas de
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maneira homogénea e ndo apresentam células livres na superficie, porém na imagem D apds
96 h de fermentacdo notasse pequenos pontos refringentes mostrando a secrecdo de
soforolipideos, algumas células soltas da matriz de alginato sobre a superficie das esferas com
células imobilizadas de Candida bombicola e a matriz de imobilizacdo mostrando a perda de
estabilidade. Essas células da superficie podem ser eliminadas por lavagens, nao interferindo
nos ciclos de reutilizacdo (Covarrubias et al., 2012). A imagem E mostra o interior da esfera
fraturada mostrando o aprisionamento homogénea das células de Candida bombicola e
presenca de poros, que facilitam a entrada de substrato e saida de produtos durante a
fermentacdo (Razmovski and Vucurovi¢, 2012). Na imagem F apds 96 horas de fermentacdo
observa-se que as células de Candida bombicola permaneceram firmemente aderidas e
aprisionadas ao suporte de alginato e a secrecdo de soforolipideos é observada. Esse

aprisionamento permaneceu estdvel por trés ciclos de reutilizacao.

4. Conclusao

O processo de imobilizacdo de células de Candida bombicola em alginato de
calcio foi padronizado com relacdo a concentracdo de células imobilizadas (50 g/L), alginato
de sédio (30 g/L) e cloreto de calcio (0,1 mol/L), com tempo de cura das esferas de 12 horas
e tempo de fermentacdo de 96 horas. Na otimizagdo conjunta (Yi/Psor) a eficiéncia de
imobilizacdo foi de 90,9220% e a producdo de 8,4581 g/L no meio com glicose (30 g/L), 6leo
de girassol (30 g/L), extrato de levedura (0,1 g/L), K2HPO4 e CaClx(4,5 g/L). A caracterizacdo
estrutural mostrou que aproximadamente 30,21 % dos soforolipideos produzidos foram
acidicos, Cis:1, diacetilados e na mistura 72,21 % dos soforolipideos eram acidicos e 27,79 %
lactonicos. A matriz de imobilizacdo foi eficiente por trés ciclos de reutilizacgdo com uma

producdo média por ciclo de 8,369 g/L de SOF.
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Figura 1 — Avaliacdo dos parametros [EXT], [CEL], [ALG], [Ca+2], TC E CR na imobilizacdo de

células de Candida bombicola em alginato de calcio para a produg¢ao de soforolipideos
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Figura 2 - Otimizacdo conjunta da eficiéncia de imobilizacdo (Yi) e producdo de soforolipideos

(Psor) por Candida bombicola imobilizada em alginato de calcio
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Figura 3 — Espectro de FTIR dos soforolipideos produzidos por Candida bombicola imobilizada

em alginato de calcio
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Figura 4 — Espectro de massas dos soforolipideos produzidos por Candida bombicola

imobilizada em alginato de calcio
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Figura 5 — Caracterizacdo por microscopia eletronica de varredura das esferas de alginato de

calcio com células de Candida bombicola, nos tempos 0 horas e 96 horas de fermentagao
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Tabela 1 — Resultados da eficiéncia de imobilizacdo (Y;) e producdo de soforolipideos (Psof)

obtidos pelo delineamento fatorial fracionado do tipo 3%
. Variaveis Codificadas Respostas
Ensaios

X1 X; Xs Xq Yi (%) Psor (g/L)
1 -1 -1 -1 -1 84,8488 5,8301
2 -1 -1 1 91,6513 7,9941
3 -1 -1 1 0 86,5148 9,2563
4 -1 0 -1 1 91,9211 5,8298
5 -1 0 0 0 85,4561 7,6495
6 -1 0 1 il 83,6441 8,7934
7 -1 1 -1 0 84,9231 5,5692
8 -1 1 0 -1 84,9746 7,5716
9 -1 1 1 1 90,3014 7,7844
10 0 -1 -1 1 90,2108 4,9799
11 0 -1 0 85,1375 7,2941
12 0 -1 1 -1 84,4171 8,6615
13 0 0 -1 0 85,6377 4,8282
14 0 0 0 -1 84,0278 7,2503
15 0 0 1 1 90,624 8,5997
16 0 1 -1 -1 84,9793 3,2541
17 0 1 0 1 90,9950 7,0136
18 0 1 1 0 86,2945 8,5698
19 1 -1 -1 0 86,1614 4,6447
20 1 -1 -1 84,2963 6,9015
21 1 -1 1 1 91,2192 8,5598
22 1 0 -1 -1 84,5887 4,5885
23 1 0 0 1 90,4942 6,8332
24 1 0 1 0 85,0804 8,3142
25 1 1 -1 1 89,7218 4,5035
26 1 1 0 0 85,7981 6,2757
27 1 1 1 -1 83,9538 7,9967
28 0 0 0 0 86,1249 7,5843
29 0 0 0 0 85,1686 7,2653
30 0 0 0 0 86,0377 7,4831

Variaveis Decodificadas

Variaveis -1 0 +1
X1 Glicose (g/L) 30,0 65,0 100,0
X2 Oleo de Girassol (g/L) 30,0 65,0 100,0
X3 K:HPO4 (g/L) 1,50 3,00 4,50
X CaClz (g/L) 2,50 3,50 4,50
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Tabela 2 - Andlise de variancia e efeitos estimados para a varidveis resposta — Yie Psor

(a) Andlise de Variancia - Y; (%)

R%= 0,97029; R%ajustado = 0,94257

Fcal

Fatores Soma quadratica Grau de Liberdade Média Quadratica p
CaCl; (L) 183,0941 1 183,0941 654,9011 0,0015 *
CaCl; (Q) 24,2500 1 24,2500 86,7388 0,0113 *

Falta de Ajuste 5,9294 13 0,4561 1,6314 0,4433
Erro Puro 0,5592 2 0,2796
Soma Total 218,4233 29
(b) Efeitos Estimados — Yi (%)

Fatores Efeito Desvio Padrao t p Intervalo de Confianga
Intercepto 86,9720 0,09889 879,4759 0,0000 86,7122 87,2311 *

cacl, (L) 6,3786 0,2492 25,5910 0,0015 5,7218 7,0355 *

CaCl; (Q) -1,8954 0,2035 -9,3133 0,0113 -2,4279 -1,3649 *
(c) Analise de Variancia Psor (g/L)
R%= 0,96754; R?%ajustado = 0,93725

Fatores Soma quadratica Grau de Liberdade Média Quadratica Fcal p*

Glicose (L) 3,2598 1 3,2598 122,6380 0,0080*

Oleo (L) 1,7320 1 1,7320 65,1630 0,0150*
K2HPO;4 (L) 58,7073 1 58,7072 2208,6180 0,0004*
K2HPO4 (Q) 1,9508 1 1,9508 73,3930 0,0133*

Glicose (L) x K2HPO4 (L) 0,6073 1 0,6073 22,8490 0,0411*
Falta de Ajuste 2,2962 13 0,1766 4,4020 0,1242
Erro Puro 0,1204 3 0,0401
Soma Total 70,6340 30
(d) Efeitos Estimados (P) (g/L)

Fatores Efeito Desvio Padrio t p* Intervalo de Confianga*
Intercepto 6,8771 0,0305 225,5369 0,0000 6,9185 7,5206 *
K2HPO4 (L) 3,6119 0,0769 46,9959 0,0004 1,6819 1,9190 *
Glicose (L) -0,8511 0,0769 -11,0742 0,0081 -0,5387 -0,3015 *

Oleo (L) -0,6204 0,0769 -8,0724 0,0150 -0,4232 -0,1861 *
K2HPO4 (Q) 0,5376 0,0627 8,5670 0,0133 -0,7167 -0,2953 *

Glicose (L) x K2HPO4 (L) 0,4647 0,09721 4,7800 0,0411 0,0946 0,3877 *
KH2PO4 (L) x CaCl2 (L) -0,1748 0,0602 -2,9014 0,0337 -0,3297 -0,0199 *
Oleo (Q) 0,2163 0,08183 2,6436 0,0457 0,0059 0,4267 *

*Significante ao nivel de p < 0,05 para um intervalo de confianga de 95%
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Tabela 3 — Analise por espectrometria de massas da estrutura e proporg¢do estrutural dos
soforolipideos produzidos por células de Candida bombicola imobilizadas em alginato de
calcio

Massa [M*H] Estrutura Abundancia Relativa (%) Proporgdo estrutural %
621 Acidica, C18:1, Desacetilada 6 1,81%
645 Lactdnica, C18:1, Monoacetilada 8 2,42%
661 Acidica, C18:2, Monoacetilada 16 4,83%
665 Acidica, C18:1, Monoacetilada 7 2,11%
677 Acidica, C16:1, Diacetilada 8 2,42%
679 Acidica, C16:0, Diacetilada 24 7,25%
685 Lactonica, C18:2, Diacetilada 7 2,11%
687 Lactonica, C18:1, Diacetilada 46 13,90%
689 Lactonica, C18:0, Diacetilada 31 9,37%
703 Acidica, Cis:2, Diacetilada 40 12,08%
705 Acidica, Cis:1, Diacetilada 100 30,21%
707 Acidica, Cis.o, Diacetilada 38 11,48%
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5.4 DEPOSITO DE PATENTE - MICROENCAPSULAGAO CELULAR POR ALGINATO DE SODIO DE LEVEDURAS DO GENERO

CANDIDA PARA A PRODUGAO DE SOFOROLIPIDEOS PRODUGAO DE SOFOROLIPIDEOS POR CELULAS IMOBILIZADAS
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FORMULARIO DE DECLARACAO DE INVENGCAO

O Formulario de Declaragdo de Invengdo (FDI) deve ser usado por
professores, funcionarios e alunos da UEL e pelas empresas da
Intuel/Aintec para declarar a criagdo de uma invencdo e solicitar sua
propriedade intelectual.

Apds o preenchimento do FDI coloque-o em envelope fechado, protocole
na UEL (na ASUEL) enderecando-o para:

AINTEC/UEL
Escritorio de Propriedade Intelectual - EPI

Com isto sua Declaragdo de Invencao fica oficialmente registrada e sera enviados
ao Escritério de Propriedade Intelectual (EPI) da Aintec para analise, parecer e outras
providéncias.

Os inventores devem ler os documentos sobre a Politica de Propriedade
Intelectual da UEL, no endereco www.aintec.uel.br/aintec/legislacéo.

Havendo duividas no preenchimento da FDI contate o EPI da Aintec pelo e-

mail: aintecepi@uel.br

Rod. Celso Garcia Cid, Km 380 - Campus Universitario — CP: 6022 - CEP: 86.051-990 - Londrina -
Parana

Tel/fax: (43) 3371-5812 - www.infuel.org.br - e-mail: infuel@uel.br
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1. INFORMACAO PESSOAL

Nome para contato: Maria Antonia Pedrine Colabone Celligoi

Depto. na UEL./Empresa: Departamento de Bioguimica e Biotecnologia - CCE

Tel: (43) 3371-4270 e-mail: macelligoi@uel.br

2. TITULO PROPOSTO PARA A INVENCEO: Microencapsulacdo celular por alginato de
sodio de leveduras do género Candida para a producgdo de soforolipideos
Palavras-chave: Soforolipideos, Candida, imobilizacdo, microencapsulagdo, alginato

3. AREA/SUB-AREA/ESPECIALIDADE DA INVENCAO (SE SOUBER): Biotecnologia

4, CAMPO DA INVENCﬁO. ESTA INVENCiO DIZ RESPEITO FUNDAMENTALMENTE
A: A presente invencdo refere-se ao processo de imobilizacdo celular por

microencapsulacdo com alginato de sodio de leveduras do género Candida para a

producdo de soforolipidecs que se destaca pela ampla aplicagdo industrial.

5. ANTECEDENTES DA INVENCAO

5.1. Descreva o problema ou desafio técnico que a presente invencdo se
propde a solucionar:

Os surfactantes sdo compostos anfipaticos ou anfifilicos constituidos de uma
porcdo hidrofobica/apolar e uma porcdo hidrofilica/polar, que permite que compostos
apolares sejam solubilizados em solventes polares ou vice-versa (6leo/agua ou agua/dleo).
Sua estrutura anfipatica confere aos surfactantes diversas propriedades como detergentes,
dispersantes, umectantes, espumantes, estabilizantes, emulsificantes, solubilizantes e
lubrificantes (DESAI; BANAT, 1997; NITSCHKE; PASTORE, 2002; GAUTAM: TYAGI, 2006).

Estes compostos podem sdo utilizados em diversos setores como quimico,
téxtil, papel e celulose, cosméticos, farmacéutico, higiene pessoal, agricola e alimentos. O
mercado global de surfactantes € um dos maiores e de grande importéncia dentro da classe
dos compostos quimicos industriais (ABOULHASSAN et al., 2006; REZNIK et al., 2010). Esse

mercado foi avaliado em US%$30,65 bilhdes em 2015, com um crescimento constante de

Rod. Celso Garcia Cid, Km 380 - Campus Universitdrio — CP: 6022 - CEP: 86.051-990 - Londrina -
Parand

Tel/fax: (43) 3371-5812 - www.intuel.org.br - e-mail: infuel@uel br
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4,4% estimandc chegar em 2024 ao valor de US$45,16 bilhdes (ACMITE MARKET
INTELLIGENCE, 2016; GRAND VIEW RESEARCH, 2016).

Os surfactantes sdo produzidos pela industria petroguimica e sdo produtos
derivados da cadeia da producido do petréleo. Devido a grande utilizagdo uma consideravel
quantidade de surfactantes é liberada no meio ambiente levando a problemas de poluigdo
ambiental, devido a uma baixa taxa de biodegradacdo e uma alta toxicidade aquatica
(MANN; BIDWELL, 2001). Contudo, existe uma tendéncia mundial em substituir os
surfactantes de origem petroquimica por surfactantes naturais, denominados como
biossurfactantes. Esta tendéncia deve-se principalmente : (@) superioridade dos
biosurfantantes devido as suas propriedades; (b) crescente preocupacdo ambiental, (c) leis
ambientais mais severas e {d) utilizagdo da recursos renovaveis para a producdo (DESAI;
BANAT, 1997; NITSCHKE; PASTORE, 2003; BOGAERT, VAN et al., 2007).

Os biossurfactantes sdo  surfactantes naturais produzidos por
microrganismos, que possuem propriedades muito semelhantes aos surfactantes de origem
petroquimica e sdo superiores, especialmente, pela sua natureza ecoldgica e sustentavel
(NGUYEN et al., 2010; PENFOLD et al., 2011). Dentre os biossurfactantes os soforolipideos
sdo compostos por um dissacarideo sefarose (2’ -O-p-D-glicopiranosil-1-p-D-glicopiranose)
unidos por ligagdo B-glicosidica a uma longa cadeia de acido graxo (GORIN et al., 1961).

Os soforolipideos sdo um dos mais promissores biossurfactantes conhecidos
e oferecem diversas vantagens sobre os surfactantes sintéticos ou de origem petroquimica
como: estabilidade em uma ampla faixa de pH, temperatura e salinidade (CHANDRAN; DAS,
2012), baixa toxicidade, alta biodegrabilidade e aceitabilidade ecolégica (BAEK et al., 2003;
LI et al., 2012), podem ser produzidos em grandes quantidades (PEKIN et al., 2005),
possuem baixa capacidade de formacdo de espuma e alta detergéncia que facilita a sua
aplicagdo em diversas areas (HIRATA et al., 2009) e podem ser produzidos a partir de
recursos renovaveis (ZHOU; KOSARIC, 1995) ou residuos industriais (ASHBY et al., 2005).

Encontram aplicagbes em diversas dreas como: Agricultura (YOO et al.,
2005); Alimentos (YUAN et al., 2012); Biomédica (HARDIN et al., 2007); Biorremediagdo
(KANG et al.,, 2010), Cosméticos (NGUYEN; SABATINI, 2011) e Industria Petrolifera
(ELSHAFIE et al., 2013).

Apesar das inumeras vantagens e aplicacBes que os soforolipideos

possuem sobre os surfactantes sintéticos, a producdo em larga escala e o processo de
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separagdo/purificagdo sdo fatores que elevam o0s custos e sdo um grande obstaculo para os
soforolipideos tornarem-se competitivos economicamente perante os surfactantes (SAHARAN
et al., 2011). Para diminuir os custos da produgdo em larga escala e da
separacdo/purificacdo (downstream) diversas estratégias podem ser adotadas: (a)
desenvolvimento de novos bioprocessosmais eficientes na produgdo, como a imobilizagdo
celular; (b) otimizagdo do meio e condigGes de cultivo e (c) desenvolvimento de processos
que otimizem a extracdo e purificacdo dos soforolipideos, como € possivel através da
imobilizacdo celular (NITSCHKE et al., 2004; MAKKAR et al., 2011; SAHARAN et al., 2011).

5.2. Descreva as conhecidas solucdes ja existentes ao problema ou desafio,

seus limites e deficiéncias

Os bioprocessos para a produgdo desse biossurfactante vem como uma
solugdo para transpor essas dificuldades. O processo de fermentagdo microbiana pode gerar
o produto em composicdo e quantidade desejada. Assim os processos fermentativos tipo
batelada, batelada alimentada e continua podem ser ’propostos para uma eficiente producdo
de soforolipideos. A producdo em batelada em frascos agitados (shake flasks) vem sendo
utilizada para a produgdo em pequena escala, ideal para estudos iniciais de producado
(DAVEREY et al., 2009; KIM et al., 2009).

Apds os estudos iniciais de producdo, maiores volumes sdo utilizados
assim os biorreatores de bancada e de maiores volumes sdo testados (OTTO et al., 1999;
SHAH et al., 2007). Existem producgdes descritas na literatura em biorreator de bancada e
trabalhando na forma de batelada alimentada (RAU et al.,, 2001; KIM et al., 2009), onde
ocorre adicdo controlada de substratos que previne o efeito inibitério dos substratos no
crescimento celular e na produgdo dos soforolipideos (RAU et al., 1996).

Para a produgdo de soforolipideos, alguns fatores sdo limitantes para a
redugdo de custos: (a) necessidade da obtengdo de uma alta concentracdo de células para o
inoculo do processo fermentativo (CASAS et al.,, 1997); (b) a producdo utilizando células
livres aumenta os custos de manutengado de dos equipamentos(reatores) devido a adesdo de
células em eletrodos/sensores e normalmente ocorrem obstrucdo de dutos nestes
equipamentos (KITAMOTO et al., 1992, 2002; IMURA et al., 2013); (c) 0s processos de
producdo e separacdo dos soforolipideos ndo sdo integrados (PALME et al., 2010); (d) o
acumulo de soforolipideos e outros metabdlitos no meio de fermentacdo, durante a producdo

promove um efeito inibitério e toxico para os microrganismos (PALME et al., 2010).
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5.3. Descreva como sua invencdo supera estes limites e deficiéncias,
destacando suas vantagens e ganhos:

Considerando as dificuldades de producdo de soforolipidios com células
livres a imobilizacdo celular ou microencapsulacdo surge como uma alternativa viadvel para
otimizar a producdo. A imobilizac8o celular compreende o confinamento de células
microbianas (por exemplo leveduras do género Candida) dentro de uma determinada matriz
(alginato de cdlcio) preservando suas atividades metabdlicas e capacidade fermentativa
(KAREL et al., 1985).

Esta técnica oferece diversas vantagens sobre a fermentacdo com células
livres como: (a) aumento da produtividade, uma vez que a maior concentracdo de células
microbianas imobilizadas permite uma maior eficiéncia na sintese de metabdlitos;(b) reducdo
de custos de manutengdo dos equipamentos (reatores) pois ndo ocorrem os problemas de
adesdo de células aos eletrodos/sensores e obstrugdo de sensores;(c) simplifica e reduz os
custos no processo de separagdo dos soforolipideos (“downstream”), pois as esferas
contendo as células imobilizadas sdo separadas por processos mais simples e de baixo
custo;(d) as esferas com as células imobilizadas podem ser reutilizadas (ciclos de
reutilizacdo) diminuindo os custos com relacdo a obtencdo de novos células (indculo) que é
necessario no processo de producdo por célula livres; (f) as células imobilizadas estdo
protegidas em um microambiente contra metabdlitos toxicos, inibicdo pelo produtos
formados e as altas concentragdes de substrato presentes no meio necessarios para a
sintese de soforolipidecs (DEVI; SRIDHAR, 2000; KOURKOUTAS et al., 2004; ZHOU et al.,
2009; ZHAO; XIA, 2010).

Portanto os fatores que impedem a redugdo de custos de produgdo de
soforolipideos (obtencdo de altas concentragdes de células para a obtencdc de indculo,
custos de manutencdo mais elevados de equipamentos provocados pelas células livres e
efeito inibitorio na producdo por metabdlitos, altas concentragdo de substratos e inibigdo pelo
produtos sintetizados) podem ser contornados e ou superados com a utilizagdo do

bioporocesso de imobilizagdo de células por microencapsulagdo em alginato de sédio.

6. DESCRICAO DETALHADA

6.1. Descreva detalhadamente a invencao de forma que um técnico ou
pessoa com conhecimento técnico no assunto consiga reproduzi-la:

O referido invento consiste na microencapsulacdo de leveduras do género
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Candida em matriz de alginato de cdlcio. A etapa inicial do invento consiste na dissolugdo do
alginato de sddio nas concentragdo de 2 a 3% (massa/volume), apds a dissolugdo a solugao
deve ser autoclavada por 10 minutos e deixada em repouso por 24 haoras a 4°C, A células de
leveduras do género Candida utilizadas no processo de imobilizagdo sdo obtidas por
fermentagdo em frascos agitados em meio contendo em g/L: 100 de glicose, 100 de dleo de
girassol e 5 de extrato de levedura, incubadas a 30° C por 48 horas. Ao final a biomassa
obtida deve ser centrifugada e lavada com solugdo de cloreto de sédio (0,9%) por trés vezes
(CIANI et al., 2015).

A biomassa lavada em uma concentragdo entre 2 a 5% (biomassa/volume
de alginato) é misturada com a solugdo alginato de sédio. A suspensdo obtida é gotejada em
uma solucdo de cloreto de célcio (CaCl2) na concentracdo entre 0,1 e 0,3 mol/L. As células
imobilizadas foram utilizadas para a produgdo de soforolipideos no meio de fermentacdo
g/L: 100 de glicose, 100 de éleo de girassol, 0,1 de extrato de levedura e uma combinacdo
de sais. Os parametros avaliados foram producdc de soforolipideos (P) e eficiéncia de
imobilizagdo (Yi). Para a producdo a incubacdo foi realizada com temperatura mantida a
30°C em incubadora orbital a 200 rpm por um periodo de 120 horas.

Ao final de 120 horas o processo foi interrompido através da separacgdo das
esferas com células imobilizadas por tamizagdo (estas esferas foram reutilizadas por até 4
vezes em novas fermentagdes). Através da dissolugdo das esferas com citrato de sédio 5% e
quantificacdo das células contidas nas esferas pode ser calculado a eficiéncia de imobilizagdo
(Yi), que representa, a porcentagem de células que se encontram retidas no suporte, quanto
maior o valor, mais eficiente é o processo de microencapsulagdo (RAZMOVSKI; VUCUROVIC,
2012).

O sobrenadante & adicionado a um funil de separagdo com acetato de etila
na proporgao de (1:1). A fase do acetato de etila que contém os soforolipideos é coletada em
baldo e rotaevaporada. Na fragdo retida no baldo apds a rotaevaporagdo € adicionada uma
mistura de hexanc/metanol:agua (4:1). A fase do metanol:agua onde os soforolipideos
encontram-se dissolvidos € coletada e seca em estufa a 800 C até que o peso fique
constante. Por gravimetria a producgdc de soforolipideos (P) € quantificada em g/L (LANGER
et al., 2006; PALME et al., 2010).
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7. DESENHOS E ESQUEMAS

7.1 Havendo desenhos e esquema que auxiliem na interpretacdo da invencdo
anexe-o0s abaixo, com comentarios € explicacdes para cada um dele
A Figura 1 ilustra as etapas do processo de microencapsulacdo de acordo
com a presente invencdo. Uma suspensdo contendo alginato de sddio e as células de Candida
(figura 1a) e bombeada por uma bomba peristaltica (figura 1b) e gotejada sobre uma
solugdo de cloreto de calcio (c). A suspensdo de células com alginato de sodio (figura 1a) €
polimerizada pela troca dos ions sodio pelos ions calcio (figura 1d), as esferas permanecem
24 horas na solugdo de CaCl: até completa polimerizagdo (figura 1e).
Figura 1 - Processo de imobilizagdo celular por microencapsulacdo de leveduras do
género Candida para a producdo de soforolipideos

A Figura 2 ilustra o processo de fermentagdo para a produgdc de
soforolipideos no meio de fermentacdo e as esferas com a células de Candida imobilizadas
(microcapsulas. Os frascos Erlenmeyers contendo o meio de fermentacdo e as células
microencapsuladas (figura 2a) foram colocadas em um shaker orbital a 30 °C, 200 rpm por

120 horas (figura 2b) para que ocorra o processo de fermentacac.
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Figura 2 - Processo de fermentagdo por células imobilizadas em alginato de calcio

(figura 1a) em shaker orbital a 30 °C, 200 rpm por 120 horas (figura 2b)

A Figura 3 ilustra o processo de interrupgdo do cultivo e extracdo dos soforolipideos,
quantificacdo da eficiéncia de imobilizagdo (Yi) e producdo de soforolipideos (P). Apéds o
término da fermentagdo (figura 3a) as esferas com células imobilizadas sdo separadas
(figura 3b), e se necessario as esferas sdo dissolvidas com citrato de sédio (5%) para
quantificacdo por gravimetria da eficiéncia de imobilizagdo (Yi) (figura 3c). Estas esferas
também podem ser transferidas para um novo meio de fermentagdo (figura 3d) e serem
reutilizadas em um novo processo fermentativo (figura 3e) (a reutilizacdo pode ser realizada
por até 4 ciclos). O sobrenadante do meio de fermentagdo (figura 3f) é adicionado ao um
funil de separacdo com acetato de etila na proporgao de (1:1) (figura 3g) para extracdao do
soforolipideo. A fase apolar do funil (que contém o soforolipideos extraidos) é submetido a
rotaevaporacao (figura 3h). A fracdo retida no processo de rotaevaporagdo € dissolvida com
uma mistura de hexano e metanol:Hz0 e adicionada a um funil de separacao (figura 3i). A
fragdo do metanol:H20 contendo os soforolipideos é evaporado em estufa a 80 °C e os
soforolipideos obtidos (producdo de soforolipideos (P)) sdo quantificados por gravimetria
(figura 3j).
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Figura 3 - Processo de reutilizagdo das células imobilizadas, quantificagdo da eficiéncia

de imobilizagao (Yi) e producdo de soforclipideos (P).

fTo=

i -

Na avaliacdo da influéncia da suplementacdo de sais ao meio de
fermentagdo para a produgdo de soforolipideos por células imobilizadas, foram utilizados os
sais KzHPQ4, CaClz, MgSQs e ZnS0a. O processo de producdo de soforolipideos foi realizado
de acordo com com o planejamento fatorial com quatro variaveis e dois niveis (fatorial 2*)
totalizando 16 ensaios (BOX et al., 2005). A Tabela 1 mostra o delineamento fatorial com os
niveis das variaveis com seus valores decodificados e os resultados obtidos na e eficiéncia de

imobilizagdo (Yi) e produgdo de soforolipideos (P).
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Os parametros fermentativos utilizados foram: (a) meio de fermentagdo
contendo em g/L: 100 de glicose, 100 de éleo de girassal e 0,1 de extrato de levedura, (b)
inoculo de 10% (volume do meio/volume de esferas), incubadora tipo Skaker a 200 rpm,

com temperatura de 30 °C e tempo de fermentagao de 120 h.

Tabela 1 - Avaliacdo da influéncia dos sais K:HPO4, CaClz, MgSQs e ZnSO4 sobre a
eficiéncia de imobilizagdo (Yi) e produgdo de soforolipideos (P) por células de Candida.
. Variaveis Decodificadas Respostas
Ensaios
KzHPO4 (g/L) | CaClz (g/L) | MgSO0a4 (g/L) | ZnSO4 (g/L) | Yi (%) (P (g/L)
1 0,00 0,00 0,00 0,00 87,060| 3,5867
2 1,50 0,00 0,00 0,00 88,509| 6,1782
3 0,00 2,50 0,00 0,00 91,608 4,1624
4 1,50 2,50 0,00 0,00 92,802 6,0765
5 0,00 0,00 0,25 0,00 88,613 | 3,9736
6 1,50 0,00 0,25 0,00 88,808| 5,7807
7 0,00 2,50 0,25 0,00 91,282 4,2097
8 1,50 2,50 0,25 0,00 92,706( 6,2053
9 0,00 0,00 0,00 3,50 89,498 3,8492
10 1,50 0,00 0,00 3,50 89,281 | 5,9853
11 0,00 2,50 0,00 3,50 93,039 3,8357
12 1,50 2,50 0,00 3,50 92,868| 6,3748
13 0,00 0,00 0,25 3,50 88,683| 4,5514
14 1,50 0,00 0,25 3,50 87,898 5,8590
15 0,00 2,50 0,25 3,50 92,082| 4,3502
16 1,50 2,50 0,25 3,50 93,139| 6,0874

Para a variavel eficiéncia de imobilizagdo (Y %), a andlise de varidncia
(Tabela 2) mostra que para um nivel de confianca de 95% somente o fator CaCl: foi
significativo para a eficiéncia de imobilizagdo. ativa. O coeficiente de determinacdo para a
eficiéncia de imobilizacdo (R?) foi de 0,9735997, indicando que 97,36% da variancia obtida
pode ser explicada pelo modelo utilizado. Para a varidvel producdo de soforolipideos (P) a
analise de variancia (Tabela 3) mostra que para um nivel de confianca de 95%), somente o
fator KaHPO4 foi significante. Os sais testado ndo apresentaram interagdes significativas. O
coeficiente de determinacdo calculado R2 foi de 0,98367, indicando que 98,347% da variacdo
pode ser explicada pelo modelo utilizado.
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Tabela 2 - Anadlise de varidncia para a influéncia de sais na variavel eficiéncia de

imobilizagdo (Y;)

R? = 0,97359; R®ajustado = 0,92077 ; Residuo= 0,33608

Fatores Soma quadraticalGrau de Liberdade|Média Quadratica F p
KaHPO 4 1,074164 1 1,074164 2,977120 0,145043
CaCl2 60,744686 1 60,744686 168,358146|0,000048
MgS0a 0,132557 1 0,132597 0,367501 0,570836
ZnS04 1,625001 | 1,625001 4,503804 0,087260
Kz:HPO4 x CaCl: 0,512729 1 0,512729 1,421065 0,286716
K2HPOa X MgSOa 0,008258 1 0,008258 0,022889 0,885660
KzHPO4x ZnS04 1,197940 1 1,197940 3,320173 0,128057
CacClz x MgS04 0,036054 1 0,036094 0,100038 0,764562
CaCl: x ZnS0a 0,008058 1 0,008098 0,022444 0,886767
MgS04 x ZnSO4 1,162542 1 1,162542 3,222066 0,132607

Erro Puro 1,804032 5 0,360806
Soma Total 68,306141 15

Tabela 3 - Anadlise de varidncia para a influéncia de sais na produgdo de soforolipideos

(P)

R’ = 0,98367; R? ajustado = 0,95101 ; Residuo= 0,557037

Fatores Soma quadraticalGrau de Liberdade|Média Quadratica F p
K2HPO4 16,094940 ; ] 16,094940 288,938300]0,000013
CacCl2 0,151450 1 0,151450 2,718800 | 0,160085
MgS0a4 0,060920 1 0,060920 1,093700 0,343555
ZnS04 0,034100 i 0,034100 0,612300 0,469358
K:HPQ4 x CaClz 0,006550 1 0,006590 0,118400 0,744825
KoHPOs X MgSOa 0,345800 il 0,345800 6,207800 0,055057
K2HPO4x ZnS0y4 0,023040 1 0,023040 0,413600 0,548480
CaClz x MgS04 0,002050 1 0,002050 0,036800 0,855501
CaClz x ZnS04 0,035190 1 0,035190 0,631700 0,462761
MgS0O4 x ZnSOa 0,023910 1 0,023910 0,429200 0,541326

Erro Puro 0,278520 5 0,055700
Soma Total 17,056510 15

Com as esferas de alginato foi realizada o MEV (Microscopia eletrénicas de
varredura) apresentada na Figura 4 que mostra a imagem das esferas com células de
leveduras imobilizadas na matriz de alginato de cdlcio, e na figura 4a (aumento de 200

vezes) observamos a integridade e o aspecto externo das esferas, e na figura 4b (aumento

de 24000 vezes) observamos a presenga de granulos dos soforolipideos que estdo sendo
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produzidos e secretados para o meio exterior. A partir desses resultados verificou-se que a

metodologia aplicada foi eficaz na produgéo das esferas e na imobilizagéo da Candida.

Figura 4 — Microscopia eletrdnicas de varredura mostrando as esferas de alginato de
célcio com as leveduras aprisionadas (4a) e a secrecdo de soforolipideos produzidas por
estas células imobilizadas (4b)

-500.0pm
Am 121

Podemos concluir que no processo de imobilizagao de leveduras do genéro
Candida por microencapsulacdo por gel de alginato de calcio o meio com a eve conter em
sua composicdo glicose, 6leo de girassol, CaCl2 e K2ZHPO4. A glicose e 6lec de girassol sao os
componentes principais para a produgdo de soforolipideos (GARCTA—OCHOA; CASAS, 1999) e
o CaCl2 tem a fungdo de manter a estabilidade das esferas durante o processo de
imobilizagdao (BLANDINO et al., 1999) e o K2ZHPO4 fornece grupamento fosfatos essencial no
metabolismo energético na sintese de soforolipideos (GARCIA-OCHOA; CASAS, 1999;
RISPOLI et al., 2010). As esferas com células de candida mostrou eficiéncia para serem
reutilizadas por até quatro ciclos no processo de fermentagdo para a producdo de
soforolipideos.
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8.1. INVENTOR 1

Nome completo: Maria Antonia Pedrine Colabone Celligoi
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Endereco residencial completo: Rua Elizio Turino, 400, casa 8- Londrina/PR

Tel: (43) 996905212 e-mail: cristianibaldo@uel.br
Atividade na UEL: Docente
Percentual da participacao na invengao: 10% Tempo de participacao: 4 anos

8.4. INVENTOR 4

Nome completo: Gabrielly Terassi Bersaneti

Depto. da UEL onde atua/estuda: Departamento de Bicquimica e Biotecnologia - CCE

Endereco residencial completo: Rua Uruguai n® 1402 Ap. 301 Londrina/PR

Tel: (043) 9168 3085 e-mail: gaby_terassi@hotmail.com

Atividade na UEL: Doutoranda

Percentual da participacao na invengao: 10 % Tempo de participacdo: 3 anos

8.5. INVENTOR 5

Nome completo: Isadora Cernach Carneiro da Fontoura

Depto. da UEL onde atua/estuda: Departamento de Bioguimica e Biotecnologia - CCE

Endereco residencial completo: Rua Maria Licia da Paz, 400 - Londrina/PR

Tel: (43) 998521207 e-mail: isaacernachl@gmail.com

Atividade na UEL: Mestranda

Percentual da participacao na invencao: 10% Tempo de participacgdo: 3 anos
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13. COMUNICAGCOES

13.1. Foram realizadas comunicagbes orais (palestras, aulas), no qual um dos
inventores aparece com como autor, contendo informacgoes suficientes para que
uma pessoa com conhecimentos na area possa reproduzir a invencdo?

sim [] Ndo [

Obs: Se sim, anexe copias das comunicagbes.

13.2. Foram realizados comunicados da invencdao a imprensa, ou a jornais
internos da UEL, de empresas, de agéncias de fomento ou outro instrumento de
divulgagao? Nao

Obs: Se sim, anexe copias dos comunicados ou comentarios sobre eles

14. TRANSFERENCIA DE TECNOLOGIA (APLICAVEL AS INVENCOES DA UEL)

14.1. Se souber, faca uma lista de possiveis empresas nacionais e internacionais
que poderiam vir a se interessar pela invencdo, apds ter sido devidamente
protegida: Allied Carbon Solutions Ltd.; Croda;Ecover Belgium; Evonik; Groupe
Soliance; Henkel; Kaneka Co.; MG Intobio Co. Ltd.; Saraya Co. Ltd.; Soliance;
Synthezyme LLC,

15. DIVULGAGCOES FORA DA EMPRESA (APLICAVEL AS EMPRESAS)

15.1. Houve alguma divulgacdo da invencdo fora da empresa, nas formas
escrita, oral ou expositiva? Sim[_| N3o [X

Obs.: Se sim, anexe copias ou forneca detalhes das mesmas.

15.2. As divulgacdes foram realizadas sob algum instrumento legal de sigilo ou
confidencialidade? Sim [ ] Ndo[ ]

16. PATENTES RELACIONADAS

16.1 Se tiver disponivel, liste quaisquer publicacoes ou patentes que
descrevam invengdes similares a esta, para a qual esta sendo solicitada a

propriedade:
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17. Declaracao

Declaro que as informacdes acima prestadas sao verdadeiras e de minha
inteira responsabilidade. Concordo que este é um pedido de protegdo intelectual
e industrial e isento a UEL, a AINTEC e todo seu pessoal de toda e qualquer
responsabilidade, direta ou indireta, se a referida protecdo ndo for concedida
integral ou parcialmente pelo INPI ou por outro 6rgdo a que for submetido.

INVENTOR 1

Nome: Maria Antonia Pedrine Colabone Celligoi
CPF: 040.984.648-10

INVENTOR 2

Nome: Marcos Roberto de Oliveira
CPF: 555.594.929-49

INVENTOR 3

Nome: Cristiani Baldo Rocha
CPF: 051.992.526/23
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INVENTOR 4

Nome: Gabrielly Terassi Bersaneti
CPF: 086.007.349-16

INVENTOR 5

Nome: Isadora Cernach Carneiro da Fontoura
CPF: 049.188.539-35

Londrina, 07 de julho de 2017.
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5.5 ELABORACAO DE ARTIGO - COMPARACAO ESTRUTURAL DOS SOFOROLIPIDEOS PRODUZIDOS POR BATELADA

CELULAS LIVRES, CELULAS EM REPOUSO E CELULAS IMOBILIZADAS

A partir dos resultados complementares apresentados no Apéndice A, sera
elaborado o artigo: “Comparacdo estrutural dos soforolipideos produzidos por batelada
células livres, células em repouso e células imobilizadas”

Revista: Bioengineered

http://www.tandfonline.com/toc/kbie20/current

Fator de Impacto: 1,87 — Qualis: B2.
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6 CONCLUSAO

- As condicbes otimizadas para o processo de imobilizacdo foram:
concentragdo de células imobilizadas de 50 g/L, alginato de sédio 30 g/L, concentragdo de
cloreto de célcio de 0,1 mol/L, tempo de cura de 12 horas e tempo de fermentacdo de 96
horas;

- O meio otimizado para a producdo de soforolipideos foi em g/L: 30 glicose,

30 de 6leo de girassol, 0,1 de extrato de levedura, 4,5 de K;HPO4 e 4,5 de CaCly;

- Nas condic¢Oes otimizadas a producdo de soforolipideos e a eficiéncia de
imobilizagdo foram O meio otimizada para a producdo de soforolipideos foi em g/L: 30 glicose,

30 de dleo de girassol, 0,1 de extrato de levedura, 4,5 de K;HPO4 e 4,5 de CaCly;

- Na condicdo otimizada do meio de cultivo, a maior producdo foi de

8,458+0,119 g/L com uma eficiéncia de imobilizacdo de 90,922+0,367%;

- As esferas contendo as células imobilizadas puderam ser reutilizads trés
vezes com a producdo de soforolipideos para cada ciclo de : 9,058+0,108, 8,945+0,00 e
7,24610,17 g/L respectivamente, com uma eficiéncia de imobilizacdo final de 70,749+0,887
%;

- A caracteriacdo das esferas com células imobilizadas por Microscopia
Eletronica de Varredura mostrou uma matrix de imobilizacdo com uma distribuicdo
homogénea das células permitindo a troca de nutrientes e metabdlitos, apds 96 horas de
fermentacdo a estrutura encontrava-se integra mostrando células metabolicamente ativas na

producdo de soforolipideos;

- Estruturalmente a mistura de os soforolipideos produzidos por células

imobilizadas é composta por 72,21 % de formas acidicas e 27,79 % de formas lactonicas.

- O processo de imobilizacdo celular mostrou-se um processo viavel e

promissor para a producdo de soforolipideos.
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APENDICE A — RESULTADOS COMPLEMENTARES

A partir dos
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resultados complementares sera elaborado o artigo

“Comparacao estrutural dos soforolipideos produzidos por batelada células livres, células em

repouso e células imobilizadas”

Cinética da producgao de soforolipideos por células livres

Parametros
Ensaio pHs¢ Xt Sa So St P Ye/s Q
1 0 6,00+0,00 | 0,10+0,000 0,00+0,000 0,000,000 0,00+0,000 0,00+0,000 0,00+0,000 0,00+0,000
2 24 | 5,42+0,09 | 7,32+0,082 | 19,16+0,541 | 1,33+0,065 | 20,490,598 | 1,480,236 7,30+1,346 1,480,236
3 48 | 3,96+0,02 | 13,05+0,439 | 33,99+0,631 | 4,470,158 38,460,689 6,500,186 16,94+0,792 3,250,093
4 72 | 3,41+0,05 | 14,55+0,595 | 40,13+0,162 | 9,27+0,239 49,40+0,283 12,17+0,419 24,64+0,834 4,06+0,140
5 96 | 3,14+0,04 | 15,38+0,269 | 44,27+0,777 | 13,47+0,230 | 60,390,960 17,42+0,215 28,8610,324 4,36+0,054
6 120 | 3,12+0,04 | 14,90+0,255 | 46,67+0,548 | 14,33+0,118 | 61,301,033 | 18,73+0,555 | 30,60+1,445 | 3,750,111
7 144 | 3,14+0,05 | 15,90+0,187 | 49,54+0,383 | 14,710,217 | 62,44+0,596 17,43+0,371 27,9210,416 2,910,062
8 168 | 3,23+0,10 | 15,54+0,632 | 51,59+0,691 | 16,06+0,175 | 63,51+0,590 17,73+0,451 27,910,473 2,53+0,064
9 192 | 3,36+0,09 | 14,58+0,361 | 51,29+0,845 | 15,860,231 | 64,02+0,310 17,76+0,511 27,740,715 2,220,064

1) Abreviagbes: pHr - pH Final; Xi: Biomassa Imobilizada (g/L); Xz Biomassa Livre (g/L); X:: Biomassa Total (g/L); R: Rentencdo de Células no
Suporte (gx/gai); Xs: Fuga de Células (%); Yi: Eficiéncia de Imobilizagdo (%); Sa: Consumo de Glicose (g/L); So: Consumo de Oleo de Girassol (g/L);
Sr: Consumo Total de Carbono (g/L); P: Produgdo de Soforolipideos (g/L); Ye/s - Rendimento de Produgdo (g/g); Q - Produtividade Volumétrica
(g/L.d). 2) Os resultados apresentados referem-se ao valor médio das triplicatas + erro padrao.

Cinética de producao de soforolipideos por células em repouso

Parametros
Ensaio T pH« Xt Sa So St P Ye/s Q
1 0 6,00+0,000 | 5,00+0,000 0,00+0,000 0,00+0,000 0,00+0,000 0,00+0,000 0,00+0,000 0,00+0,000
2 24 | 3,24+0,037 | 5,680,155 | 19,860,652 | 6,63+0,477 | 26,49+0,388 | 7,55+0,174 | 28,54+0,975 | 7,55+0,174
3 48 | 3,29+0,031 | 7,23%0,314 | 29,15+0,300 | 8,970,236 | 38,12+0,524 | 11,48+0,241 | 30,15+1,001 | 5,74+0,121
4 72 | 3,45+0,069 | 8,12+0,084 | 34,32+1,062 | 9,54+0,130 | 43,86+1,017 | 17,49+0,425 | 39,93+1,670 | 5,83+0,142
5 96 | 3,15+0,049 | 8,13+0,105 | 37,57+0,274 | 12,50+0,048 | 50,08+0,235 | 22,25+0,546 | 44,43+0,882 | 5,56+0,136
6 120 | 3,130,067 | 8,37+0,142 | 34,69+1,114 | 14,50+0,134 | 50,80+1,247 | 22,960,501 | 45,26+1,494 | 4,59+0,100
7 144 | 3,060,053 | 8,88+0,403 | 37,60+0,154 | 15,15+0,347 | 52,75+0,258 | 22,830,352 | 43,28+0,865 | 3,80+0,059
8 168 | 3,000,012 | 8,62+0,313 | 37,07+0,560 | 16,11+0,213 | 53,18+0,767 | 23,72+0,180 | 44,61+0,614 | 3,39+0,026
9 192 | 3,05+0,081 | 8,39+0,443 | 36,62+0,409 | 14,78+0,258 | 51,400,667 | 23,760,105 | 46,23+0,396 | 2,97+0,013

1) Abreviagdes: pHs - pH Final; X;: Biomassa Imobilizada (g/L); Xs: Biomassa Livre (g/L); X:: Biomassa Total (g/L); R: Rentengdo de Células no
Suporte (gx/gai); Xs: Fuga de Células (%); Yi: Eficiéncia de Imobilizagdo (%); Sa: Consumo de Glicose (g/L); So: Consumo de Oleo de Girassol
(g/L); St: Consumo Total de Carbono (g/L); P: Produgdo de Soforolipideos (g/L); Ye/s - Rendimento de Produgdo (g/g); Q - Produtividade

Volumétrica (g/L.d). 2) Os resultados apresentados referem-se ao valor médio das triplicatas * erro padrao.



Cinética de produgao de soforolipideos por células imobilizadas

Tempo de fermentagao
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Parametros 24h 48h 72h 96h

pHs¢ 4,837+0,024 4,13+0,006 3,797+0,032 3,307+0,022
Xi 5,518+0,081 5,799+0,163 6,088+0,092 6,145+0,075
Xe 0,254+0,013 0,471%0,017 0,954+0,036 1,060,039
Xt 5,772+0,094 6,27+0,171 7,042+0,059 7,204+0,04
R 0,184+0,003 0,193+0,005 0,203+0,003 0,20510,003
Xs 4,396+0,147 7,521+0,241 13,561+0,615 14,715+0,609
Y; 95,604+0,147 92,479+0,241 86,439+0,615 85,285+0,609
Sa 20,848+0,261 27,363+0,409 32,974+1,059 36,748+1,297
So 2,185+0,043 2,947+0,063 3,793+0,127 4,66410,085
St 23,03410,303 30,31+0,428 36,767+1,124 41,412+1,251
P 0,662+0,031 1,551+0,049 2,778+0,093 3,045+0,085

Ye/s 2,878+0,168 5,117+0,125 7,575%0,398 7,364+0,262
Q 0,662+0,031 0,776+0,024 0,926+0,031 0,761+0,021

Tempo de fermentagao
Parametros 120h 144h 168h 192h

pHs¢ 3,057+0,033 2,963+0,097 2,803+0,024 2,663+0,018
Xi 6,114+0,067 6,124+0,091 6,162+0,094 6,244+0,124
X¢ 1,209+0,044 1,131+0,056 1,201+0,055 1,189+0,009
X 7,323+0,037 7,255+0,074 7,364+0,136 7,434+0,121
R 0,204+0,002 0,204+0,003 0,205+0,003 0,20810,004
Xs 16,517+0,644 15,592+0,786 16,302+0,519 16,009+0,31
Y; 83,48310,644 84,408+0,786 83,698+0,519 83,991+0,31
Sa 36,509+0,479 37,4910,78 40,072+1,057 42,072+0,945
So 4,876+0,063 5,505%0,256 5,498+0,169 5,464+0,265
St 41,385%0,417 42,995%0,591 45,569+1,181 47,536+0,791
P 3,077+0,08 3,062+0,079 3,18+0,076 3,252+0,048

Ye/s 7,434+0,133 7,125+0,227 6,979+0,06 6,848+0,208
Q 0,615+0,016 0,510,013 0,454+0,011 0,40710,006

1) Abreviagdes: pHs - pH Final; Xi: Biomassa Imobilizada (g/L); Xz Biomassa Livre (g/L); X«: Biomassa Total (g/L); R: Rentengdo de Células
no Suporte (gx/gai); Xs: Biomassa Livre (%); Y:: Eficiéncia de Imobilizagdo (%); Sa: Consumo de Glicose (g/L); So: Consumo de Oleo de
Girassol (g/L); Sr: Consumo Total de Carbono (g/L); P: Produgdo de Soforolipideos (g/L); Ye/s - Rendimento de Produgdo (g/g); Q —
Produtividade Volumétrica (g/L.d). 2) Os resultados apresentados referem-se ao valor médio de triplicatas * erro padréo.
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Espectros de FTIR de soforolipideos produzidos por células livres, células em repouso e
células imobilizadas
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RMN *H dos soforolipideos produzidos por células livres, células em repouso e imobilizadas
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RMN 3C dos soforolipideos produzidos por células livres, células em repouso e imobilizadas
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RMN HSQC ou bidimensional dos soforolipideos produzidos por células livres
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RMN HSQC ou bidimensional dos soforolipideos produzidos por células em repouso
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RMN HSQC ou bidimensional dos soforolipideos produzidos para células imobilizadas
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Espectros de massas dos soforolipideos produzidos por células livres, células em repouso e
células imobilizadas
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